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Ο σκοπός της εργασίας αυτής είναι ο εντοπισμός και η καταγραφή 
πολυμορφισμών στο γονίδιο της άλφα λακταλβουμίνης σε φυλές προβάτων, 
ώστε να εξεταστεί κατά πόσο η υψηλή γενετική ποικιλομορφία που 
εμφανίζεται ανάμεσα σε φυλές θα μπορούσε να συσχετιστεί με 
πολυμορφισμούς στο γονίδιο της άλφα λακταλβουμίνης. Συνολικά 
εξετάστηκαν 80 δείγματα (αίμα) από 14 πιστοποιημένες καθαρές ελληνικές 
φυλές. Η ανάλυση πραγματοποιήθηκε σε ένα τμήμα του γονιδίου LALBA 
(άλφα λακταλβουμίνης) -γενωμικού DNA- που απομονώθηκε από το καθένα 
ξεχωριστά. 
Η τεχνική που εφαρμόστηκε ήταν η PCR-SSCP. Αρχικά απομονώθηκε 
γενωμικό DNA από δείγματα-αίμα και στη συνέχεια με εκκινητές κοινούς για 
όλα τα δείγματα, ενισχύθηκε με τη μέθοδο της PCR τμήμα του γονιδίου 
LALBA μεγέθους  615 bp. Ακολούθησε αποδιάταξη των προϊόντων PCR, 
ηλεκτροφόρησή τους σε πηκτή πολυακρυλαμίδης και χρώση της πηκτής για 
απεικόνιση των αποτελεσμάτων. Τέλος, τα προϊόντα PCR μετά από 
καθαρισμό στάλθηκαν για αλληλούχηση. 
 Η ανάλυση του τμήματος του γονιδίου LALBA αποκάλυψε 10 πρότυπα, 
τα οποία εμφανίζονται ανάμεσα στα 80 δείγματα από τις 14 φυλές. Η 
αλληλούχιση των δειγμάτων αποκάλυψε την ύπαρξη 8 αλληλόμορφων και 5 
πολυμορφισμών μονόκλωνου νουκλεοτιδίου (SNPs) στο τμήμα του γονιδίου 
LALBA. Και οι 5 πολυμορφισμοί της αλληλουχίας που παρατηρήθηκαν έχουν 
κατατεθεί στην NCBI Genbank, όπως και οι 2 διαφορετικές αμινοξικές 
αλληλουχίες που προέκυψαν. Είναι πιθανόν η παρουσία συγκεκριμένων 
αλληλομόρφων να εξαρτάται από την φυλή, γεγονός το οποίο θα πρέπει να 
ελεγχθεί με την ανάλυση μεγαλύτερου αριθμού ατόμων από κάθε φυλή. 
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                                           ABSTRACT 
              The purpose of this work is the identification and recording of 
polymorphisms in the gene  of alpha lactalbumin sheep breeds in order to 
examine whether the high genetic diversity that occurs among breeds could 
be associated with polymorphisms in the alpha lactalbumin`s gene. A total of 
80 samples (blood) was examinated from 14 certified pure Greek breeds. The 
analysis was performed on a portion of the gene LALBA (alpha lactalbumin)-
genomic DNA-isolated from each separately. 
 The technique employed was the PCR-SSCP. Originally isolated 
genomic DNA from blood samples and then with primers common to all 
samples, amplified by the PCR method section LALBA gene size 615 bp. 
Followed by denaturation of PCR productions, electrophoresis in 
polyacrylamide gel and staining the gel for visualization of the results. Finally 
PCR products after purification were sent for sequencing. 
The analysis portion of the LALBA gene revealed 10 pilot, which occur 
between the 80 samples from 14 breeds. The sequencing of the samples 
revealed the existence of 8 alleles and 5 single nucleotide polymorphisms 
(SNPs) in LALBA segment gene. All 5 polymorphisms of the sequence were 
observed deposited in the NCBI Genbank, as the 2 different amino acid 
sequences obtained. It is likely that the presence of certain alleles can depend 
on the breed  which should be checked by analyzing a larger number of 
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 Η α-λακταλβουμίνη είναι μία εκκριτική πρωτεΐνη με μοριακό βάρος 
14178 Da και ισοηλεκτρικό σημείο που κυμαίνεται από 4.2 έως 4.5. Εκκρίνεται 
από τα εκκριτικά επιθηλιακά κύτταρα του μαστικού αδένα ως απόκριση στην 
προλακτίνη, σε γάλατα που περιέχουν λακτόζη (Brew K. 1970,  Ebner K.E. et 
al., 1974) . Αυτή η κύρια πρωτεΐνη  ορού του γάλακτος αποτελείται από μια 
μονή πολυπεπτιδική αλυσίδα μήκους 142 αμινοξέων της οποίας η αλληλουχία 
στα βοοειδή, στον άνθρωπο και στο ινδικό χοιρίδιο μοιάζει σε μεγάλο βαθμό 
με εκείνη της λυσοζύμης υποδηλώνοντας έτσι ότι οι δύο πρωτεΐνες έχουν 
προέλθει από έναν κοινό πρόγονο (Brew K. 1970). Τρείς κύριες περιοχές της 
αμινοξικής αλληλουχίας είναι συντηρημένες στην α-λακταλβουμίνη, τα 
κατάλοιπα 34 έως 42, 50 έως 55 και 100 έως 108. Οι συντηρημένες αυτές 
περιοχές βρίσκονται γύρω από το καταλυτικό κέντρο του μορίου 
καταδεικνύοντας ότι οι περιοχές αυτές εμπλέκονται στη λειτουργία της α-
λακταλβουμίνης. Η α-λακταλβουμίνη, η οποία είναι γλυκοζυλιωμένη  σε 
ορισμένα είδη, διαδραματίζει σημαντικό βιολογικό ρόλο στον έλεγχο της 
σύνθεσης της λακτόζης κατά τη διάρκεια της κύησης και της γαλουχίας σε 
συνεργασία με μία γαλακτοζυλοτρανσφεράση, την Β-Ν-ακετυλογλυκοζαμίνη β 
1,4-γαλακτοζυλοτρανσφεράση (Brew K. et al., 1967, Hopper K.E. et al., 1973, 
Hudson B.G. et al., 1977). H α-λακταλβουμίνη εντοπίστηκε το 1967 ως  β 
υπομονάδα της συνθετάσης της λακτόζης, το ένζυμο που καταλύει το 
τελευταίο στάδιο της σύνθεσης της λακτόζης.      (Brodbeck et al., 1967)   
                           
                     UDP-Galactose + Glucose  → Lactose + UDP.  
 
      Η συνθετάση της λακτόζης αποτελείται από μία γαλακτοζυλοτρανσφεράση 
(Β-Ν-ακετυλογλυκοζαμίνη β1,4-γαλακτοζυλοτρανσφεράση) και την ρυθμιστική 
πρωτεΐνη α-λακταλβουμίνη (Brodbeck & Ebner, 1966, Brew et al., 1967). 
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Μεμονωμένα η γαλακτοζυλοτρανσφεράση έχει μικρή συγγένεια για τη γλυκόζη 
και καταλύει τη σύνθεση της λακτόζης μόνο σε υψηλές συγκεντρώσεις 
γλυκόζης. Η γαλακτοζυλοτρανσφεράση βρίσκεται σε όλους τους ιστούς, όπου 
συμμετέχει στη σύνθεση των γλυκοπρωτεϊνών, εκτός από τον μαστικό αδένα. 
Παρουσία της α-λακταλβουμίνης, η οποία συντίθεται ειδικά από τους 
μαστικούς αδένες ως απόκριση στην προλακτίνη, η συγγένεια για τη γλυκόζη 
αυξάνεται σε μεγάλο βαθμό και η σύνθεση της λακτόζης πραγματοποιείται σε 
φυσιολογικές συγκεντρώσεις γλυκόζης. (Brew et al., 1967, Hill et al., 1968, 
Klee & Klee 1970, Fitzgerald et al., 1970). H α-λακταλβουμίνη δεν έχει από 
μόνη της ενζυμική δραστηριότητα και η δραστηριότητά της αυτή οφείλεται στο 
γεγονός ότι έχει ομόλογη αμινοξική αλληλουχία και σε μεγάλο βαθμό την ίδια 
δομή με τη λυσοζύμη.  
 Το γονίδιο που είναι υπεύθυνο για την παραγωγή της α-
λακταλβουμίνης είναι το LALBA . Το γονίδιο αυτό εντοπίζεται στα πρόβατα 
στο χρωμόσωμα 3  (137390655 bp..έως 137392683 bp) με μήκος 2029bp 
(Εικόνα 1). 
 
                              
                                   Chromosome 3 - NC_019460.1 
 
 
Εικόνα 1: Η θέση του γονιδίου LALBA  στο χρωμόσωμα 3 των προβάτων.     
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene?cmd=Retrieve&dopt=full_report&list_uids=443386) 
 
 Είναι σήμερα αποδεκτό ότι η γενετική ποικιλότητα σε πρόβατα 
παραδοσιακών φυλών  είναι υψηλή. Η διατήρηση ενός μεγάλου αριθμού 
τοπικών φυλών προβάτων με διαφοροποιημένες συνθήκες παραγωγής 
προσφέρει αντίσταση στην τάση προς τη μείωση της γενετικής ποικιλότητας 
που επηρεάζει σε μεγαλύτερη κλίμακα άλλα είδη ( Flamant , 1991 ) . Το 1994 
ο Azevedo  (Azevedo et  αl .1994) πρότεινε ότι η υψηλή μεταβλητότητα στην 
ημερήσια παραγωγή γάλακτος ( από 0,25l έως 1,5 l ) στη φυλή " Churra da 
Terra Quente " η οποία ευδοκιμεί στην βορειοανατολική Πορτογαλία, θα 
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μπορούσε να συνδέεται με τη γενετική ποικιλομορφία . Η γενετική αυτή 
ποικιλομορφία θα μπορούσε να συσχετιστεί με πολυμορφισμούς στο γονίδιο 
της α-λακταλβουμίνης ανάμεσα στα πρόβατα της φυλής. Αυτή η εκδοχή 
στηρίζεται στο γεγονός ότι η α-λακταλβουμίνη, όπως προαναφέρθηκε πιο 
πάνω, ως β υπομονάδα της συνθετάσης της λακτόζης, το ένζυμο που 
καταλύει το τελευταίο στάδιο της σύνθεσης της λακτόζης, συντίθεται ειδικά 
από τους μαστικούς αδένες και διαδραματίζει σημαντικό βιολογικό ρόλο στον 
έλεγχο της σύνθεσης της λακτόζης κατά τη διάρκεια της κύησης και της 
γαλουχίας σε συνεργασία με μία γαλακτοζυλοτρανσφεράση, την Β-Ν-
ακετυλογλυκοζαμίνη β 1,4-γαλακτοζυλοτρανσφεράση. 
 Δεν υπάρχει ωστόσο μεγάλος αριθμός ερευνών για πολυμορφισμούς 
του γονιδίου της α-λακταλβουμίνης σε πρόβατα. Το 2001, οι Εstela Bastos et 
al., μελετώντας πρόβατα της φυλής Churra da Terra Quente επικεντρώθηκαν 
στο γονίδιο της α-λακταλβουμίνης και χρησιμοποιώντας ανάλυση PCR - 
SSCP εντόπισαν υψηλό επίπεδο πολυμορφισμού με το εξόνιο 1 να 
παρουσιάζεται με τρία διαφορετικά πρότυπα διαμόρφωσης. Το 1996 ο 
Barracosa ανέλυσε το ίδιο εξόνιο με την ίδια μεθοδολογία και τους ίδιους 
εκκινητές στην πορτογαλική  φυλή Serra da Estrela  και δεν βρήκε κανένα 
διαφορετικό πρότυπο διαμόρφωσης, ενώ στην φυλή  " Serrana " ήταν δυνατό 
να ανιχνευθούν δύο διαφορετικά πρότυπα . 
  Σε μια άλλη έρευνα που έγινε από την επιστημονική ομάδα των Elsa 
Garcıa-Gamez et al., μελετήθηκε η ύπαρξη πιθανών πολυμορφισμών 
στο γονίδιο της α-λακταλβουμίνης σε μια ιδιαίτερη από εμπορικής 
άποψης φυλή (λόγω γαλακτοκομικής παραγωγής) την ισπανική 
Churra. Aπό ένα σύνολο 1.681 προβατίνων επιλέχτηκαν στη μελέτη 
αυτή δείγματα από 16 υποοικογένειες που αντιπροσωπεύουν το όλο 
σύνολο. Από την έρευνα στο γονίδιο της α-λακταλβουμίνης προέκυψαν 
31 πολυμορφισμοί στις 16 υποοικογένειες υποδηλώνοντας μία υψηλή 
τάση πολυμορφισμού μέσα στην ίδια φυλή. 
  . 
 
 
´ ´ ´ ´ ´ 
´ 
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1.2 Γενετικοί (μοριακοί) δείκτες 
 
H μελέτη της ποικιλομορφίας των οργανισμών καθώς και η 
φυλογενετική τους κατάταξη και ταξινόμηση μπορεί να γίνει μέσω δεικτών οι 
οποίοι μπορεί να είναι φαινοτυπικοί, βιοχημικοί ή μοριακοί. Οι φαινοτυπικοί 
δείκτες παρόλο που σε αρκετές περιπτώσεις αποδίδουν ικανοποιητικά τις 
πραγματικές εξελικτικές σχέσεις μεταξύ των ειδών, δεν επαρκούν, ενώ  
υπάρχουν περιπτώσεις όπου διαστρεβλώνουν τα αποτελέσματα αφού η 
εκτίμησή τους είναι κατά βάση υποκειμενική. Έτσι, ενώ χρησιμοποιήθηκαν 
ευρέως τα πρώτα χρόνια για την περιγραφή των σχέσεων μεταξύ 
οργανισμών, τη θέση τους στη συνέχεια κατέλαβαν τα άλλα δυο είδη δεικτών.  
Οι βιοχημικοί δείκτες συγκρίνουν πρωτεΐνες/ισοένζυμα/αλλοένζυμα, 
δευτερογενείς μεταβολίτες και γενικότερα προϊόντα βιοχημικών αντιδράσεων 
συγκρίνοντας το ηλεκτροφορητικό τους πρότυπο. Υπήρξαν περισσότερο 
επιτυχείς και ακριβείς από τους μορφολογικούς, καθώς είναι περισσότερο 
αντικειμενικοί και μπόρεσαν να εντοπίσουν και κρυπτικά είδη . Ωστόσο, το 
γεγονός ότι δέχονται υψηλές επιλεκτικές πιέσεις και αναφέρονται σε 
χαρακτηριστικά που επηρεάζονται από το περιβάλλον ή/και από το 
αναπτυξιακό στάδιο, ακόμη και από μετά-μεταφραστικές τροποποιήσεις κατά 
την έκφρασή τους, τους καθιστά ευάλωτους και σε αρκετές περιπτώσεις 
δύσχρηστους. Καθώς η βάση του μηχανισμού της εξέλιξης  και κατ’ επέκταση 
της ειδογένεσης είναι η σταδιακή συσσώρευση μεταλλάξεων, η σύγκριση 
μεταξύ των νουκλεοτιδικών αλληλουχιών γονιδιωμάτων αποκαλύπτει το πότε 
τα γονιδιώματα αυτά διαχωρίστηκαν από ένα προγονικό (γενετική 
διαφοροποίηση) και το μέγεθος των διαφορών. Έτσι, οι μοριακοί δείκτες 
αναδείχτηκαν στην πλέον διαδεδομένη και εύχρηστη ομάδα δεικτών. Ωστόσο, 
πολλοί είναι οι παράγοντες που πρέπει να λαμβάνονται υπόψη στην επιλογή 
των δεικτών. Καταρχήν, είναι πολύ σημαντικό να γνωρίζουμε το αναμενόμενο 
επίπεδο ποικιλομορφίας. Δεδομένου ότι κάποιες γενετικές περιοχές 
εξελίσσονται πιο γρήγορα από κάποιες άλλες, η επιλογή τους θα βασιστεί 
από την ταχύτητα που επιθυμούμε να έχουν για να μας δώσουν μια απάντηση 
στο εξελικτικό ερώτημα που έχουμε θέσει. Σε γενικές γραμμές, όταν 
διερευνούμε τις σχέσεις μεταξύ στενά συγγενικών οργανισμών πρέπει οι 
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επιλεγόμενοι δείκτες πρέπει να εμφανίζουν υψηλή ποικιλότητα, ενώ για 
σχέσεις μεταξύ ατόμων σχετικά απομακρυσμένων απαιτείται ακριβώς το 
αντίθετο. Παράλληλα υπάρχουν και πρακτικά θέματα που σχετίζονται με την 
επιλογή των δεικτών, όπως το χρήμα, ο χρόνος και η επιδεξιότητα των 
ερευνητών.  
Οι γενετικοί δείκτες διακρίνονται σε δύο μεγάλες κατηγορίες: οι 
κυρίαρχοι (dominant) και οι συγκυρίαρχοι (co-dominant). Ουσιαστικά οι 
κυρίαρχοι δείκτες μας επιτρέπουν την ανάλυση πολλών γενετικών τόπων την 
ίδια στιγμή, ενώ οι συγκυρίαρχοι μόνο ενός. Οι συγκυρίαρχοι μας δίνουν την 
δυνατότητα να αναγνωρίζουμε όλα τα αλληλόμορφα που είναι παρόντα σε 
ένα γενετικό τόπο, ενώ οι κυρίαρχοι αποκαλύπτουν μόνο ένα. Αυτό βέβαια 
έχει ως αποτέλεσμα, τα δεδομένα των συγκυρίαρχων δεικτών να είναι πιο 
ακριβή από τα αντίστοιχα των κυρίαρχων, αν και οι κυρίαρχοι δείκτες 
απαιτούν λιγότερο χρόνο ανάπτυξης και ως εκ τούτου είναι πιο κατάλληλοι για 
την γρήγορη συγκέντρωση δεδομένων. Στους διπλοειδείς οργανισμούς οι 
συγκυρίαρχοι δείκτες θα αναγνωρίσουν ένα αλληλόμορφο στα ομόζυγα άτομα 
και δύο στα ετερόζυγα άτομα. Αυτή η ιδιότητα της διάκρισης ανάμεσα σε 
ομόζυγα και ετερόζυγα άτομα είναι από τις πιο σημαντικές αυτών των δεικτών 
αφού μας επιτρέπουν να υπολογίσουμε την συχνότητα των αλληλομόρφων 
μέσα σε ένα δείγμα ατόμων (π.χ. πληθυσμό). 
1.3. Αλληλουχίες DNA 
Αν και όλοι οι γενετικοί δείκτες ποσοτικοποιούν (άμεσα ή έμμεσα) την 
ποικιλότητα σε επίπεδο DNA, η αλληλούχιση είναι η μόνη μέθοδος που 
επιτρέπει τον ακριβή προσδιορισμό των βάσεων που διαφέρουν μεταξύ των 
ατόμων. Αυτή είναι μια πολύ σημαντική ιδιότητα της αλληλούχισης του DNA, 
αφού δεν αφήνει περιθώρια αμφισβήτησης. Συγκρίνοντας δύο αλληλουχίες 
μπορούμε με ακρίβεια να πούμε πού και πόσο διαφέρουν. Με αυτό τον τρόπο 
μας δίνεται η δυνατότητα να συμπεράνουμε τις εξελικτικές σχέσεις μεταξύ των 
διαφορετικών αλληλομόρφων. Σε γενικές γραμμές, όσο πιο πολλές αλλαγές 
έχουν από κοινού δύο άτομα, τόσο πιο συγγενικά είναι. Όμως δεν εμφανίζουν 
όλες οι αλληλουχίες τον ίδιο ρυθμό υποκαταστάσεων. Αυτό αυτομάτως 
υποδηλώνει ότι μπορούνε να χρησιμοποιήσουμε ταχέως εξελισσόμενες 
αλληλουχίες για την σύγκριση κοντινών εξελικτικά ατόμων και πιο αργών για 
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απομακρυσμένα εξελικτικά τάξεις. Τα τελευταία χρόνια, η επιλογή κατάλληλων 
γονιδιακών περιοχών για την διερεύνηση των εξελικτικών σχέσεων των 
ατόμων έχει διευκολυνθεί σημαντικά από την αυξημένη διαθεσιμότητα 
αλληλουχιών σε δικτυακές βάσεις δεδομένων (www.ncbi.nlm.nih.gov). 
Ωστόσο, αν και η αλληλούχιση μπορεί να γίνει σε οποιαδήποτε γενωμική 
περιοχή, οι γνώσεις μας για τις χρωμοσωμικές αλληλουχίες εξακολουθούν να 
είναι ημιτελείς για τα περισσότερες τάξεις και υπάρχει έλλειψη γενικευμένων 
εκκινητών. Οι γενικευμένοι εκκινητές είναι πολύ πιο άφθονοι για τα φυτικά και 
ιδιαίτερα για τα ζωικά οργανιδιακά γονιδιώματα. Παρά το γεγονός ότι η 
αλληλούχιση του DNA είναι εξαιρετικά πληροφοριακή, η πραγματοποίησή του 
είναι ακόμα και σήμερα χρονοβόρα και υψηλού κόστους. 
Η πιο δημοφιλής μέθοδος για την αλληλούχιση DNA είναι γνωστή ως 
διδέοξυ μέθοδος ή μέθοδος τερματισμού της αλυσίδας (chain terminator by 
Sanger et al. 1977). Ως μέθοδος είναι πιο αποδοτική και χρησιμοποιεί 
λιγότερα τοξικά υλικά από ότι η μέθοδος των Maxam και Gilbert. Το κλειδί της 
μεθόδου είναι η χρήση διδέοξυ-νουκλεοτιδίων (ddNTPs) για τον τερματισμό 
της αλυσίδας του DNA. Ως τεχνική απαιτεί μία μονόκλωνη αλυσίδα DNA ως 
καλούπι (template), έναν εκκινητή (primer), μία DNA πολυμεράση, 
ραδιοσημασμένα ή φθορίζοντα νουκλεοτίδια και τροποποιημένα νουκλεοτίδια 
που τερματίζουν την επιμήκυνση του DNA. Το δείγμα του DNA διαιρείται σε 4 
ξεχωριστές αντιδράσεις αλληλουχίσης, που η καθεμία περιέχει τα 
νουκλεοτίδια (dATP, dGTP, dCTP and dTTP), την πολυμεράση και ένα από 
τα 4 διδεοξυνουκλεοτίδια (ddATP, ddGTP, ddCTP, or ddTTP), τα οποία 
στερούνται της 3'-OH που απαιτείται για το σχηματισμό του 
φωσφοδιεστερικού δεσμού μεταξύ δύο νουκλεοτιδίων. 
Τα νέο-συντιθέμενα και σημασμένα θραύσματα DNA 
θερμαίνονται για να αποδιατακτούν (denaturation) και 
διαχωρίζονται βάσει μεγέθους σε πήκτωμα 
ηλεκτροφόρησης πολυακρυλαμίδης (με δυνατότητα 
ανάλυσης ενός νουκλεοτιδίου), όπου κάθε αντίδραση 
φορτώνεται σε μία από τις 4 σειρές στο πήκτωμα (μία 
για κάθε νουκλεοτίδιο). Οι ζώνες του DNA στην 
Εικόνα 2.1 
Εικόνα 2.2 
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συνέχεια οπτικοποιούνται μέσω αυτοραδιογραφίας ή υπεριώδους φωτός (UV 
light) και η αλληλουχία διαβάζεται απευθείας από το  X-ray φιλμ ή την 
φωτογραφία του πηκτώματος. Στην εικόνα 2.1, το X-ray φιλμ εκτέθηκε στο 
πήκτωμα και οι σκοτεινές ζώνες αντιστοιχούν στα θραύσματα DNA 
διαφορετικού μήκους. Μια μαύρη ζώνη σε μία σειρά (π.χ. στη σειρά του 
νουκλεοτιδίου Α) υποδεικνύει ένα θραύσμα DNA που δημιουργήθηκε λόγω 
του τερματισμού της από την προσθήκη ενός διδέοξυ-νουκλεοτιδίου (π.χ. 
ddATP) στην θέση αυτή. Οι σχετικές θέσεις των διαφορετικών ζωνών DNA 
μεταξύ των 4 σειρών (μία για κάθε νουκλεοτίδιο) μας επιτρέπουν να 
διαβάσουμε την αλληλουχία του DNA (από κάτω προς τα πάνω). 
Αν και η χειροκίνητη αλληλούχιση ήταν ο κανόνας τα προηγούμενα 
χρόνια, σήμερα έχει αντικατασταθεί από αυτοματοποιημένη διαδικασία, όπως 
η αλληλούχιση Dye-terminator. Η αλληλούχιση Dye-terminator εκμεταλλεύεται 
την διαφορετική χρώση των ddNTPs, η οποία επιτρέπει την πραγματοποίηση 
της αλληλούχισης σε μία αντίδραση και όχι σε τέσσερις. Στην μέθοδο αυτή 
κάθε ένα από τα τέσσερα ddNTPs χρωματίζονται με διαφορετικές χρωστικές 
(fluorescent dyes), καθεμία από τις οποίες έχουν διαφορετικό μήκος κύματος 
φθορισμού ή εκπομπής. Ο περιορισμός αυτής έγκειται στα προβλήματα που 
δημιουργούν οι διαφορετικές χρωστικές, δίνοντας άνισες κορυφές και 
σχήματα στην ηλεκτρονική μορφή της αλληλουχίας του DNA 
(χρωματογράφημα, Εικόνα 2.2). Χαρακτηριστικό πρόβλημα των αλληλουχιών 
που παράγονται είναι η χαμηλή ποιότητα των παραγόμενων αλληλουχιών στα 
πρώτα 40-50 νουκλεοτίδια (Εικόνα 2.3) και η χειροτέρευση της ποιότητάς της 
μετά τα 600-700 νουκλεοτίδια. 
 
Εικόνα 2.3: Χρωματόγραμμα αλληλουχίας DNA 
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1.4.  Μικροδορυφορικές αλληλουχίες 
Οι μικροδορυφορικές αλληλουχίες (Microsatellites ή Simple Sequence 
Repeats, SSRs), είναι πολυμορφικοί γενετικοί τόποι που εντοπίζονται τόσο 
στο πυρηνικό, όσο και στο γονιδίωμα των οργανιδίων και αποτελούνται από 
μικρές επαναλαμβανόμενες μονάδες νουκλεοτιδίων μήκους 1-6 βάσεων. Είναι 
τυπικά ουδέτεροι δείκτες με ευρεία εφαρμογή στην μοριακή οικολογία, ιδεατοί 
για τον καθορισμό της πατρότητας, για μελέτες πληθυσμιακής γενετικής και 
για χαρτογράφηση ανασυνδυασμών, ενώ θεωρείται και ο μοναδικός δείκτης 
που δίνει πληροφορίες σχετικά με το ποια αλληλόμορφα είναι πιο συγγενικά. 
Η επαναλαμβανόμενη αλληλουχία είναι συνήθως απλή, αποτελούμενη από 2, 
3 ή 4 νουκλεοτίδια (δι-, τρι-, τέτρα-νουκλεοτιδικές επαναλήψεις αντίστοιχα). Το 
πιο κοινό παράδειγμα μικροδορυφορικού είναι η επανάληψη (CA)n, όπου το n 
ποικίλει μεταξύ των αλληλομόρφων (Εικ. 2.4). Ως δείκτες εμφανίζουν υψηλά 
επίπεδα ένδο- και διά-ειδικού πολυμορφισμού και δεδομένου ότι ο αριθμός 
των αλληλομόρφων ανά μικροδορυφορικό τόπο είναι μεγάλος (10-100), οι 
γονότυποι των ατόμων ενός πληθυσμού (γενεαλογικές γραμμές) είναι πολύ 
πληροφοριακοί για την απάντηση σημαντικών οικολογικών ερωτημάτων. 
  
Εικόνα 2.4: Μικροδορυφορική αλληλουχία DNA  
Τα μικροδορυφορικά οφείλουν την ποικιλότητά τους στον αυξημένο 
ρυθμό μεταλλαγής σε σχέση με τις άλλες ουδέτερες περιοχές του 
γονιδιώματος. Ο ρυθμός αυτός έχει εκτιμηθεί σε 10-4-10-5 μεταλλαγές ανά 
τόπο και ανά αντιγραφή στις ζύμες (Strand et al. 1993) και 10-3-10-4 στα 
ποντίκια (Dallas 1992), που είναι κατά πολύ υψηλότερος από τον συνολικό 
ρυθμό μεταλλαγής του γονιδιώματος, που εκτιμάται στα 10-9-10-10. Ο υψηλός 
μεταλλακτικός ρυθμός των μικροδορυφορικών αποδίδεται σε αυτό που 
κοινώς είναι γνωστό ως «γλίστρημα» (slippage) της αλυσίδας DNA κατά τη 
διάρκεια της αντιγραφής. Το φαινόμενο αυτό, επειδή μπορεί να οδηγήσει στην 
απώλεια ή στην εμφάνιση μιας νέας επανάληψης, ονομάστηκε Stepwise 
Mutation Model (SMM) (Kimura and Ohta 1978) (Εικ. 2.5). Κάποια από τα 
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λάθη που δημιουργούνται από το γλίστρημα μπορεί να διορθωθούν από τους 
μηχανισμούς επιδιόρθωσης του πυρήνα, όμως πολλά «δραπετεύουν» από τη 
διόρθωση. 
 
Εικόνα 2.5: Stepwise Mutation Model (SMM) 
 
Εναλλακτικά, για την ερμηνεία του υψηλού μεταλλακτικού ρυθμού στα 
μικροδορυφορικά έχει χρησιμοποιηθεί το Infinite Alleles Model (IAM, Kimura 
and Crow 1968), το οποίο επιτρέπει μεταλλαγές στις οποίες χάνονται ή 
δημιουργούνται ταυτόχρονα πολλές επαναλήψεις, ενώ παράλληλα υποθέτει 
ότι κάθε νέο σε μέγεθος αλληλόμορφο δεν έχει ξαναεμφανιστεί στον 
πληθυσμό. Στον αυξημένο μεταλλακτικό ρυθμό συμβάλει και ο 
ανασυνδυασμός κατά τη διάρκεια της μείωσης. 
Τα μικροδορυφορικά δεν είναι ιδιαίτερα χρήσιμα για την εκτίμηση 
εξελικτικών γεγονότων που συνέβησαν στο μακρινό παρελθόν. Ο υψηλός 
ρυθμός μεταλλαγής και η τάση τους να αυξάνουν ή να μειώνονται σε μέγεθος 
σηματοδοτεί μεγάλη πιθανότητα ομοπλασίας, όπως η ομοπλασία μεγέθους. Η 
ομοπλασία αυτή είναι πολύ εμφανής με ένα απλό παράδειγμα δύο 
αλληλομόρφων ενός τόπου που το ένα έχει 19 επαναλήψεις και το άλλο 17. 
Εάν το μεγάλο αλληλόμορφο χάσει μία επανάληψη και το μικρό κερδίσει, τότε 
αμφότερες οι δύο αυτές μεταλλαγές θα οδηγήσουν στο ίδιο αλληλόμορφο με 
18 επαναλήψεις. Αυτά τα δύο αλληλόμορφα θα εμφανίζονται ως δύο 
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αντίγραφα της ίδιας προγονικής αλληλουχίας, όμως η εξελικτική τους ιστορία 
είναι στην πραγματικότητα τελείως διαφορετική.  
Από την άλλη πλευρά, ο αυξημένος μεταλλακτικός ρυθμός οδηγεί σε 
πολυάριθμα αλληλόμορφα ανά τόπο (πολυμορφισμός), επιτρέποντας τη 
χρήση τους στην εκτίμηση σχετικά πρόσφατων πληθυσμιακών γεγονότων. 
1.5. SNPs (single-nucleotide polymorphism)  
        Το SNP (single-nucleotide polymorphism) αναφέρεται σε διαφοροποίηση 
σε επίπεδο αλληλουχίας DNA όπου ένα νουκλεοτίδιο (A, T, C ή G) σε ένα 
σημείο του γονιδιώματος διαφέρει μεταξύ των ατόμων ενός είδους ή ενός 
πληθυσμού (Εικ. 2.6). Για παράδειγμα, οι αλληλουχίες AAGCCTA και 
AAGCTTA αποτελούν τμήματα του ίδιου γενετικού τόπου και διαφέρουν σε 
ένα νουκλεοτίδιο. Η πρώτη αλληλουχία έχει στην 5η θέση μία κυτοσίνη (C), 
ενώ η δεύτερη μία θυμίνη (Τ). Στη περίπτωση αυτή θεωρούμε ότι αυτά 
αποτελούν δύο αλληλόμορφα του συγκεκριμένου γενετικού τόπου. Σχεδόν 
όλα τα SNPs έχουν μόνο δύο διαφορετικές καταστάσεις σε όλα τα άτομα, 
δηλαδή έχουν μόνο δύο αλληλόμορφα και γι’ αυτό ονομάζονται δι-αλληλικά. 
Αν και τεχνικά τα SNPs είναι ένας άλλος τρόπος να κοιτάξουμε την 
διαφοροποίηση σε επίπεδο DNA (αλληλουχίας), αποτελούν μια ξεχωριστή 
ομάδα γενετικών δεικτών, επειδή συνιστούν μια προσέγγιση για την εύρεση 
πληροφοριακών αλληλουχικών δεδομένων.  
  
Εικόνα 2.6: SNP (single-nucleotide polymorphism) 
  
Όταν ο έλεγχος της διαφοροποίησης των ατόμων ενός πληθυσμού 
γίνεται με αλληλούχιση του DNA, τότε απαιτείται σύγκριση των παραγόμενων 
αλληλουχιών των υπό εξέταση ατόμων για να δούμε πόση διαφοροποίηση 
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υπάρχει. Αντίθετα στα SNPs θα πρέπει αρχικά να αναγνωριστούν και να 
ταξινομηθούν ως SNPs και στη συνέχεια να χρησιμοποιηθούν για να 
χαρακτηρίσουμε γενετικά τα άτομα ενός πληθυσμού. Τα SNPs μπορούν να 
αναγνωριστούν είτε με ένα άμεσο τρόπο όπου γίνεται αλληλούχιση 
συγκεκριμένων τμημάτων DNA που έχουν πολλαπλασιαστεί μέσω της PCR 
με γενικούς ή ειδικούς εκκινητές είτε μέσω αλληλούχισης «ανώνυμων» 
γενετικών τόπων που έχουν πολλαπλασιαστεί με μεθόδους που στοχεύουν 
σε πολλούς γενετικούς τόπους ταυτόχρονα (AFLPs). O μεταλλακτικός ρυθμός 
των SNPs είναι της τάξης του 10-8-10-9 (Brumfield et al. 2003), που είναι 
μικρότερος των μικροδορυφορικών. Ως εκ τούτου τα SNPs αποτελούν ένα 
πολλά υποσχόμενο γενετικό δείκτη για την αποσαφήνιση ερωτημάτων της 
Μοριακής Οικολογίας που έχουν συμβεί κατά το παρελθόν, όχι όμως το 
πρόσφατο. Ωστόσο, τα SNPs έχουν πολύ μικρή ιστορία και καθώς ο αριθμός 
τους αυξάνει είναι πιθανό να αποδειχθούν πολύ χρήσιμα σε ένα μεγάλο εύρος 
εφαρμογών, όπως για την ταυτοποίηση ατόμων και την εκτίμηση της 
γενετικής ποικιλότητας μέσα στους πληθυσμούς (Morin et al. 2004) 
 
1.6. Φυλογένεση και εκτίμηση των φυλογενετικών σχέσεων 
 
Τα είδη αποτελούνται από γεωγραφικά δομημένους πληθυσμούς, 
μερικοί από τους οποίους μπορεί να έχουν μικρή ή καθόλου γενετική επαφή 
για μεγάλο χρονικό διάστημα. Άλλα είδη πάλι χαρακτηρίζονται από σχετικά 
πρόσφατη επέκταση της κατανομής τους, με αποτέλεσμα οι πληθυσμοί τους 
να συνδέονται πολύ στενά μεταξύ τους. Η ιστορική και η σύγχρονη 
δημογραφία μπορεί να επηρεάσει τη χωρική δομή των πληθυσμών ενός 
είδους και ως εκ τούτου να επηρεάσει με πολλούς τρόπους την ενδοειδική 
γενεαλογία. Η πρόκληση του μιτοχονδριακού DNA στην αποτίμηση των 
φυλογεωγραφικών προτύπων είναι η αποκρυπτογράφηση των παλαιών και 
των σύγχρονων δημογραφικών παραγόντων, που πιθανώς έχουν παράγει το 
παρατηρούμενο χωρικό πρότυπο των γενεαλογικών γραμμών σε ένα είδος 
(Avise 2000).  
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Όταν ένας πληθυσμός χωρίζεται σε δύο απομονωμένους 
υποπληθυσμούς, τότε οι απλότυποι του αρχικού πληθυσμού (οι οποίοι έχουν 
συγκεκριμένες φυλογενετικές σχέσεις) μοιράζονται στους υποπληθυσμούς με 
λίγο - πολύ τυχαίο τρόπο. Σε μια τέτοια περίπτωση τα πιθανά παρατηρούμενα 
φυλογενετικά πρότυπα είναι τρία: 1) αμοιβαία μονοφυλετικότητα, όπου όλοι 
οι απλότυποι μέσα σε κάθε θυγατρικό πληθυσμό είναι πιο συγγενικοί μεταξύ 
τους παρά με τους απλότυπους του άλλου πληθυσμού, 2) 
παραφυλετικότητα, όταν ενώ όλοι οι απλότυποι του ενός πληθυσμού είναι 
πιο συγγενικοί μεταξύ τους, ορισμένοι απλότυποι του δεύτερου πληθυσμού 
είναι συγγενικότεροι με κάποιους απλότυπους του πρώτου πληθυσμού, παρά 
με τους υπόλοιπους απλότυπους του δεύτερου πληθυσμού και 3) 
πολυφυλετικότητα, όπου οι απλότυποι του ενός πληθυσμού είναι πιο 
συγγενικοί με κάποιους του άλλου πληθυσμού παρά μεταξύ τους (Εικόνα 2.7) 
(Avise et al. 1983).  
Αυτές οι τρεις κατηγορίες φυλογενετικών σχέσεων ουσιαστικά 
παρατηρούνται σε ζευγάρια αδελφών πληθυσμών, όταν εξετάζονται σε 
διαφορετικές χρονικές στιγμές από τη στιγμή που διαχωρίστηκαν από τον 
αρχικό πληθυσμό. Πιο συγκεκριμένα, αμέσως μετά το διαχωρισμό των 
υποπληθυσμών εξαιτίας ενός φράγματος που εμποδίζει τη γονιδιακή ροή, οι 
υποπληθυσμοί εμφανίζονται ως πολυφυλετικοί, επειδή οι απλότυποι του 
προγονικού πληθυσμού διαχωρίζονται σε αυτούς με τυχαίο τρόπο. Στη 
συνέχεια λόγω της τυχαίας εξαφάνισης κάποιων γενεαλογικών γραμμών, οι 
πληθυσμοί εμφανίζονται παραφυλετικοί, ενώ τελικά μετά το πέρασμα αρκετών 
γενεών οι πληθυσμοί γίνονται τελικά μονοφυλετικοί. Μάλιστα, έχουν γίνει 
αρκετά πειράματα προσομοίωσης σε ηλεκτρονικούς υπολογιστές, ώστε να 
εκτιμηθεί η πιθανότητα μονοφυλετικότητας, παραφυλετικότητας ή 
πολυφυλετικότητας μεταξύ δύο πληθυσμών σε σχέση με τον αριθμό των 
γενεών από τη στιγμή του διαχωρισμού τους από μια προγονική γονιδιακή 
δεξαμενή (Neigel & Avise 1986). 
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Εικόνα 2.7: (1) Σχηματική αναπαράσταση των 3 πιθανών κατηγοριών φυλογενετικών σχέσεων δυο 
αδελφών πληθυσμών (Α και Β), οι οποίοι προέρχονται από μία κοινή προγονική γονιδιακή δεξαμενή 
(Avise et al. 1983). Οι μαύρες ράβδοι υποδηλώνουν φράγματα γονιδιακής ροής και τα γράμματα 
προσδιορίζουν κόμβους κλειδιά που βοηθούν στην κατανόηση των φυλογενετικών κατηγοριών. (2) 
Σχηματική αναπαράσταση της διαδικασίας του διαχωρισμού  των μητρικών γενεαλογικών γραμμών σε δύο 
πληθυσμούς που έχουν διαχωριστεί από ένα μακροχρόνιο και αδιαπέραστο στη γονιδιακή ροή εμπόδιο. 
Μετά το διαχωρισμό του προγονικού πληθυσμού, οι απομονωμένοι θυγατρικοί πληθυσμοί Α και Β 
εμφανίζονται, βάσει της μητρικής γενεαλογίας, αρχικά πολυφυλετικοί, στην συνέχεια παραφυλετικοί (ο Α σε 
σχέση με τον Β), και τελικά αμοιβαία μονοφυλετικοί. Οι έντονες γραμμές υποδεικνύουν τις γενεαλογικές 
γραμμές που βοηθούν στο προσδιορισμό των παραπάνω κατηγοριών. 
  Βέβαια το πέρασμα από όλες αυτές τις φάσεις των φυλογενετικών 
σχέσεων δεν είναι απόλυτο, αφού υπάρχουν περιπτώσεις, που ο αρχικός 
πληθυσμός δύναται να είναι γεωγραφικά δομημένος και ο τρόπος που τα 
φράγματα χωρίζουν τους υποπληθυσμούς συμφωνεί με την προγενέστερη 
γενεαλογική δομή. Αν όντως συμβεί κάτι τέτοιο, τότε οι παράγωγοι πληθυσμοί 
θα είναι μονοφυλετικοί. Αντίθετα, εάν το φράγμα είναι ασύμφωνο με την 
προγενέστερη γενεαλογική δομή του πληθυσμού, τότε οι παραγόμενοι 
υποπληθυσμοί θα εμφανιστούν ως πολυφυλετικοί. Στην περίπτωση αυτή, η 
ασυμφωνία μεταξύ του πληθυσμιακού δέντρου και του γονιδιακού δέντρου θα 
μπορούσε να διατηρηθεί ή να μετατραπεί σε παραφυλετικότητα και 
μονοφυλετικότητα ανάλογα με το ποιες γενεαλογικές γραμμές θα διατηρηθούν 
και ποιες θα εξαφανιστούν στο μέλλον. Τέλος υπάρχει και η περίπτωση το 
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φράγμα να απομονώσει έναν περιφερειακό υποπληθυσμό, με αποτέλεσμα ο 
κύριος γεωγραφικά πληθυσμός να εμφανίζεται παραφυλετικός σε σχέση με 
τον απομονωμένο παράγωγο πληθυσμό. Η συγκεκριμένη περίπτωση είναι 
βιολογικά ρεαλιστική, αφού δεν είναι λίγες οι περιπτώσεις νησιωτικών 
πληθυσμών που είναι αποτέλεσμα απομόνωσης ενός υποπληθυσμού από 
την περιφέρεια του κύριου ηπειρωτικού πληθυσμού, όταν για κάποιο 
γεωλογικό ίσως συμβάν ένα κομμάτι γης αποκολλήθηκε και έγινε νησί (Avise 
2000). Βέβαια, πολυφυλετικές ή παραφυλετικές καταστάσεις μπορούν να 
δημιουργηθούν με δευτερογενή γονιδιακή ροή μεταξύ των παραγόμενων 
πληθυσμών. Εάν λοιπόν έχουμε ένα γονιδιακό δέντρο, όπου παρατηρείται 
πολυφυλετικότητα ή παραφυλετικότητα μεταξύ των γεωγραφικά 
απομονωμένων πληθυσμών, είναι σχετικά δύσκολο να αποφασίσουμε μεταξύ 
των δύο πιθανών σεναρίων, της δευτερογενούς γονιδιακής ροής και της μη 
ολοκληρωμένης ταξινόμησης των γενεαλογικών γραμμών κατά τη διάρκεια 
του χρόνου. Ωστόσο, κάθε συμβάν αφήνει τα δικά του ίχνη τα οποία είναι 
πιθανό να αποκρυπτογραφήσουμε, αφού στην πρώτη περίπτωση 
αναμένουμε οι ετεροτυπικές γενεαλογικές γραμμές που προκαλούν την 
παραφυλετικότητα ή την πολυφυλετικότητα στο γονιδιακό δέντρο να είναι ίδιες 
ή παρόμοιες με ορισμένες υπάρχουσες γενεαλογίες στον άλλο αδελφό 
πληθυσμό (Avise 2000). 
1.7. Oρισμοί του είδους 
    
   Παρόλο  που έχουν περάσει από 150 χρόνια από τη δημοσίευση του 
βιβλίου του Κάρολου Δαρβίνου “On the origin of species by means of natural 
selection” και παρόλα τα μοριακά και γενετικά δεδομένα που πλέον 
υπάρχουν, ο ορισμός του είδους καθώς και οι μηχανισμοί με τους οποίους 
αυτά προκύπτουν δεν είναι πλήρως διευκρινισμένοι. 
  Για πολλά χρόνια η βάση είχε δοθεί στη μορφολογία των ειδών. Ωστόσο 
η μορφολογία πολλών ειδών είναι αρκετά περίπλοκη και θολώνει ακόμη 
περισσότερο το τοπίο. Σε κάποια είδη τα άτομα έχουν τεράστιες μορφολογικές 
αποκλίσεις στα διαφορετικά στάδια ανάπτυξής τους ή φυλετικό διμορφισμό 
(Hickman, 2001). Στο άλλο άκρο βρίσκονται τα κρυπτικά είδη,  που 
εντοπίζονται κυρίως με μοριακές τεχνικές, εφόσον οι μορφολογικές διαφορές 
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τους είναι δυσδιάκριτες έως ανύπαρκτες και πολύ συχνά καταχωρούνται ως 
ένα είδος. Η πλήρης κατανόηση και διευκρίνιση του είδους γίνεται ακόμη πιο 
δύσκολη αν υπολογίσουμε ότι κάποια είδη διανύουν εντονότερα μια περίοδο 
ειδογένεσης και οι προσπάθειες κατάταξής τους είναι πιθανόν να οδηγήσουν 
σε ανακριβή αποτελέσματα . Ενώ έχουν προταθεί διάφοροι ορισμοί, ο πιο 
αποδεκτός σήμερα είναι αυτός του βιολογικού είδους (biological species 
concept –BSC- ) του Mayer (1942)  που βασίστηκε στον ορισμό του 
Dobzhansky (1937)  και χαρακτηρίζει το είδος ως μια ομάδα αναπαραγωγικά 
απομονωμένου πληθυσμού, ανεξάρτητη από άλλες παρόμοιες ομάδες. Ο 
ορισμός αυτός αν και αποδεκτός έχει αρκετά μειονεκτήματα. Αρχικά αποκλείει 
τους αφυλετικά αναπαραγόμενους πληθυσμούς καθώς εξ’ ορισμού δεν 
μπορεί να έχει εφαρμογή σε αυτούς (Abbot et al., 2008). Επίσης είναι 
προβληματικός σε πληθυσμούς που είναι γεωγραφικά απομονωμένοι καθώς 
η αναπαραγωγική απομόνωση είναι αναγκαστική, ενώ δεν είναι γνωστό εάν 
υπό άλλες συνθήκες θα μπορούσε να υπάρξει επιτυχής διασταύρωση μεταξύ 
τους και παραγωγή γόνιμων απογόνων . Οι δυσκολίες που αναφέρθηκαν ως 
προς την ταξινομική κατάταξη έχουν οδηγήσει στην ανάπτυξη αρκετών ακόμη 
ορισμών. Ένας από αυτούς είναι αυτός του μοριακού είδους (molecular 
species concept -MSC), χρήσιμος για να κατατάσσονται οι μονογονικά 
αναπαραγώμενοι πληθυσμοί καθώς ορίζει το είδος βασιζόμενος στην 
ομοιότητα βασικών γονιδιωματικών αλληλουχιών ή γονίδια κορμού όπως 
λέγονται . Δύο άλλοι ορισμοί που έχουν προταθεί είναι αυτοί του εξελικτικού 
είδους (evolutionary species concept  ESC) που ορίζεται από τις ξεχωριστές 
γενεαλογικές και φυλογενετικές ακολουθίες των πληθυσμών (King, 1993) 
καθώς και του χρονοείδους (chronospecies) που σε συνδυασμό με το ESC 
ξεχωρίζει απολιθωμένους οργανισμούς βασιζόμενος στις μορφολογικές 
διαφορές σε μια εξελικτική γραμμή. Ένας σχετικά πρόσφατος ορισμός, είναι 
αυτός του φυλογενετικού είδους (phylogenetic species concept -PSC-) που 
συμπεριλαμβάνει ομοιότητες σε συγκρίσιμους χαρακτήρες με βασικό όμως 
κριτήριο τη μονοφυλετικότητα του συνόλου που θα χαρακτηριστεί ως είδος .  
Τα διάφορα είδη αποτελούνται από πληθυσμούς, δηλαδή σύνολα 
ατόμων τα οποία μοιράζονται μια τοπική γονιδιακή δεξαμενή και μια οικοθέση, 
και αλληλεπιδρούν μεταξύ τους πολύ πιο έντονα απ΄ ότι αυτό συμβαίνει με 
άτομα του ίδιου είδους που ανήκουν σε διαφορετικούς πληθυσμούς. Μια 
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αρχική κατάσταση ενός πληθυσμού που σταδιακά διαφοροποιείται αποτελεί η 
φυλή ή αλλιώς ράτσα, ποικιλία ή υποείδος που αποτελεί μια 
διαφοροποιημένη, διακριτή μορφή. Οι πληθυσμοί από τους οποίους 
προκύπτουν οι φυλές εκτίθενται σε διαφορετικά περιβάλλοντα και παρόλο 
που δεν είναι αναπαραγωγικά απομονωμένοι αρχικά, αν συνεχιστεί η έκθεσή 
τους σε αυτά φτάνουν τελικά στην αναπαραγωγική απομόνωση, εξελίσσονται 
δηλαδή σε διαφορετικά είδη (άτομα του ίδιου γένους που ανήκουν σε 
διαφορετικούς πληθυσμούς) . 
1.8.  Η ειδογένεση  
 
Χαρακτηριστικό του γενετικού υλικού αποτελεί η δυνατότητά του να 
εξελιχθεί, να υπάρχει δηλαδή αλλαγή χαρακτηριστικών στη διάρκεια του 
χρόνου  και να καταλήξει στην ειδογένεση, τη δημιουργία δηλαδή ενός νέου 
είδους μέσα από τη χάραξη μιας νέας γενεαλογικής γραμμής.  
 Τα αποτελέσματα της ειδογένεσης είναι πιο ξεκάθαρα στο επίπεδο του 
είδους καθώς αυτό θέτει τα όρια στα οποία θα τερματιστούν οι επιδράσεις της 
που ξεκινάνε όμως από τους πληθυσμούς καθώς τροποποιούνται οι 
συχνότητες των χαρακτηριστικών που θα περάσουν στην επόμενη γενιά 
αλλάζοντας τη γενετική σύσταση του πληθυσμού (Αλαχιώτης, 2007). 
 Η ειδογένεση σε γενικές γραμμές μπορεί να ακολουθήσει ένα από τα δυο 
πρότυπα: την αναγένεση ή την κλαδογένεση. Η αναγένεση (ή φυλετική 
εξέλιξη) συμβαίνει με την πάροδο του χρόνου και αναφέρεται σε γεγονότα 
όπως είναι η ανάπτυξη νέων οργάνων ή τρόπων αντιμετώπισης του 
περιβάλλοντος, αλλαγές που συμβαίνουν σε μια μονοφυλετική φυλογενετική 
γραμμή. Ο δεύτερος τύπος ειδογένεσης είναι η κλαδογένεση  η οποία 
συμβαίνει όταν μια φυλογενετική γραμμή διασπάται δίνοντας νέες που 
εξελίσσονται ανεξάρτητα. Ένας ακόμη ορισμός που περιγράφει την εξελικτική 
πορεία ενός είδους είναι η στασιγένεση, που χρησιμοποιείται όμως σε 
περιπτώσεις όπου γενεαλογικά είδη δεν παρουσιάζουν ιδιαίτερες αλλαγές για 
μεγάλες περιόδους.  
1.8.1. Τα στάδια της ειδογένεσης 
  Η πορεία της ειδογένεσης σε ένα πληθυσμό γίνεται σε βάθος χρόνου και 
αποτελείται τέσσερα στάδια: αρχικά η γονιδιακή ροή μεταξύ δυο πληθυσμών 
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είναι ακόμη μεγάλη και ενώ τα περισσότερα αλληλόμορφα αναμιγνύονται 
ελεύθερα, έχει αρχίσει η διαφοροποίηση στα γονίδιά τους. Κατά το δεύτερο 
στάδιο οι πληθυσμοί έχουν χωριστεί σε διακριτούς υποπληθυσμούς ενώ 
έχουν επίσης σταθεροποιηθεί οι διαφορές ανάμεσα στα αλληλόμορφά τους. Η 
απομόνωση ωστόσο σε αυτό το στάδιο δεν είναι ολοκληρωτική καθώς μπορεί 
ακόμη να υπάρξει γενετική ροή ανάμεσα στους πληθυσμούς που 
διαχωρίζονται σε περίπτωση που αυτοί θα έρθουν πάλι σε επαφή. Στο τρίτο 
στάδιο της ειδογένεσης οι παγιωμένες γενετικές διαφορές είναι ελάχιστες και 
οι πιθανότητες γενετικής ροής είναι ελάχιστες και περιορίζονται σε ένα πολύ 
μικρό ποσοστό υβριδοποίησης. Σε ένα τελικό στάδιο η αναπαραγωγική 
απομόνωση είναι πλήρης και τα γονιδιώματα των νέων πλέον ειδών έχουν 
ξεκινήσει το κάθε ένα μια νέα γενεαλογική γραμμή. 
 Ο τρόπος διαχωρισμού ενός νεοσύνθετου είδους όσον αφορά το 
γεωγραφικό του διαχωρισμό μπορεί να είναι: παραπάτριος (να επικοινωνούν 
και διασταυρώνονται κατά μήκος μιας μόνο στενής γεωγραφικής ζώνης), 
αλλοπάτριος (πλήρης γεωγραφική απομόνωση) ή συμπάτριος (η ειδογένεση 
συμβαίνει χωρίς να υπάρξει γεωγραφική απομόνωση) (Futuyama, 1995). 
  Οι φραγμοί που δημιουργούνται στα διάφορα στάδια της ειδογένεσης και 
προκαλούν τη γεωγραφική και την αναπαραγωγική απομόνωση χωρίζονται 
σε προσυζευκτικούς και μετασυζευκτικούς. Οι προσυζευκτικοί φραγμοί 
ουσιαστικά εμποδίζουν το σχηματισμό ζυγωτών ανάμεσα στους πληθυσμούς 
και είναι δυνατόν να σχετίζονται με το διαφορετικό χώρο διαβίωσης τους ή τις 
οικολογικές τους συνήθειες (οικολογική απομόνωση) την περίοδο κατά την 
οποία αναπαράγονται (εποχιακή/χρονική απομόνωση) την απουσία 
προσέλκυσης μεταξύ των διαφορετικών πληθυσμών και τέλος στη μη 
συμβατότητα των γεννετικών οργάνων ή γαμετών (μηχανική/γαμετική 
απομόνωση. (Αλαχιώτης, 2007).   
1.8.2. Οι μηχανισμοί της ειδογένεσης 
  Οι βασικοί μηχανισμοί της εξέλιξης, που ευθύνονται για τις αλλαγές στη 
γενετική δομή ενός πληθυσμού είναι πέντε: μεταλλάξεις, ανασυνδυασμός, 
γενετική ροή, γενετική παρέκκλιση και φυσική επιλογή.  Οι δύο πρώτοι δίνουν 
στο γενετικό υλικό τη βάση για την ποικιλομορφία: οι μεταλλάξεις 
εμπλουτίζοντας τη γενετική δεξαμενή των πληθυσμών με αλληλόμορφα και ο 
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γενετικός ανασυνδιασμός δημιουργώντας ακόμη μεγαλύτερη ποικιλότητα, ενώ 
οι υπόλοιποι επηρεάζουν το πως μεταβιβάζονται και εδραιώνονται τα 
αλληλόμορφα αυτά στους πληθυσμούς με τυχαίο ή όχι τρόπο: Η γενετική ροή 
είναι αποτέλεσμα της μετανάστευσης μεταξύ των πληθυσμών αλλά η 
αποτελεσματικότητα του μηχαvισμού αυτού εξαρτάται από τις διαφορές στη 
γενετική δομή των πληθυσμών καθώς και από το μέγεθος της μετανάστευσης. 
Η γενετική παρέκκλιση εκφράζει τις τυχαίες αλλαγές που διαφοροποιούν τις 
συχνότητες τον αλληλομόρφων σε έναν πληθυσμό. Έχουν επιρροή ιδαίτερα 
στους μικρούς πληθυσμούς όπου μπορεί να μειωθεί η ετεροζυγωτία 
(συνεπώς και η ποικιλότητα) σε βαθμό όπου όλα τα άτομα θα καταλήξουν σε 
ομοζυγωτία. Τέλος η φυσική επιλογή είναι καταλυτική στην εξέλιξη καθώς 
ωθεί τη διαιώνιση κάποιων αλληλομόρφων, τα οποία αυξάνουν τις 
πιθανότητες για επιβίωση και αναπαραγωγή στα άτομα που τα φέρουν σε 
σχέση με άτομα του ίδιου είδους/πληθυσμού που είναι φορείς άλλων 
αλληλομόρφων κάτι που συνολικά ορίζουμε ως προσαρμοστικότητα ή 
καταλληλότητα. Η φυσική επιλογή μαζί με τη μετανάστευση και την 
παρέκκλιση δρουν εφ’ όσον υπάρχει η γενετική βάση για ποικιλότητα –που 
προέρχονται από τις μεταλλάξεις και τον ανασυνδυασμό-, ενώ όσο 
μεγαλύτερη είναι η ποικιλότητα αυτή σε έναν πληθυσμό, τόσο μεγαλύτερο 
είναι το εξελικτικό δυναμικό του. Η συνεργιστική δράση των μηχανισμών 
αυτών είναι που δημιουργεί τις συνθήκες προκειμένου τελικά να επιλέγονται 
τα πιο λειτουργικά αλληλόμορφα, με βάση πάντα το περιβάλλον στο οποίο ζει 
ο κάθε πληθυσμός για κληρονόμηση στις επόμενες γενιές δίνοντας έτσι τους 
πολυμορφισμούς που θα χαρακτηρίζουν τον πληθυσμό αυτό. 
 Ο τρόπος που επηρεάζονται τα διάφορα τμήματα του γονιδιώματος ενός 
οργανισμού από το περιβάλλον και κυρίως ο βαθμός στον οποίο συμβαίνουν 
μεταλλάξεις, ποικίλει. Το ελάχιστο ποσοστό του DNA το οποίο κωδικοποιείται 
(σε πολύ γενικές γραμμές 1.5 - 2%) και δίνει λειτουργικές πρωτεΐνες βρίσκεται 
κάτω από στενό έλεγχο μέσω του μηχανισμού της φυσικής επιλογής, καθώς 
επηρεάζει άμεσα την επιβίωση και αναπαραγωγή των οργανισμώ. Αυτή η 
λειτουργία ονομάζεται προσαρμοστική εξέλιξη και αφορά τα λειτουργικά 
γονίδια με όλα τα αλληλόμορφά τους. Μπορεί να έχει αρνητική δράση, 
εξαλείφοντας μια μετάλλαξη αρνητική για την επιβίωση ή θετική δράση, να 
επιτρέπει δηλαδή την εμφάνιση ενός νέου αλληλομόρφου αν αυτό θα επιφέρει 
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αναπαραγωγική επιτυχία (δηλαδή αν θα έχει αρμοστικότητα) με τελικό 
αποτέλεσμα την αύξηση της συχνότητάς και την κληρονόμησή του, 
τροποποιώντας σταδιακά τη γενετική σύσταση του πληθυσμού για την 
καλύτερη προσαρμογή του. Αρκετές φορές, πολλοί διαφορετικοί γενότυποι –
και κατ’ επέκταση φαινότυποι- μπορεί να έχουν την ίδια αρμοστικότητα και 
τότε ονομάζονται ουδέτεροι και βρίσκονται υπό την επιρροή της ουδέτερης 
εξέλιξης. Οι νέες μεταλλάξεις που δεν επηρεάζουν την αρμοστικότητα ενός 
γονιδίου ονομάζονται και αυτές ουδέτερες όπως και οι συνώνυμες 
μεταλλάξεις. Η ουδέτερη εξέλιξη αφορά και εκείνες τις περιοχές του 
γονιδιώματος που δεν μεταφράζονται (εσώνια, ψευδογονίδια) καθώς δεν 
υπόκεινται σε εξελικτικές πιέσεις (δεν έχουν κάποια κατεύθυνση οι αλλαγές 
τους) και αυτό αποδεικνύεται από τον γρηγορότερο ρυθμό μετάλλαξης που 
έχουν. Η ουδετερότητα βέβαια είναι κάτι σχετικό, καθώς η δημιουργία της 
ποικιλότητας λόγω των αλλαγών μπορεί να είναι ουδέτερη σε ένα περιβάλλον 
αλλά όχι σε ένα άλλο. Τα ουδέτερα αλληλόμορφα αφού δεν εξαλείφονται, 
παραμένουν σε ένα πληθυσμό και κληρονομούνται. Έτσι σε περιπτώσεις που 
θα συμβούν γεγονότα όπως είναι η γενετική παρέκκλιση, θα επηρεαστούν και 
αυτά με τις συχνότητές τους να παρεκκλίνουν αλλάζοντας το γενετικό 
υπόβαθρο. Στις περιπτώσεις πάλι που είναι συνδεδεμένα με γενετικούς 
τόπους σαν ομάδα –σε απλότυπους- που σχετίζονται με την αρμοστηκότητα 
του οργανισμού, πάλι θα επηρεαστούν οι συχνότητές τους με μη-τυχαίο 
τρόπο, λόγω του φαινομένου της ανισορροπίας σύνδεσης . (Watson et al., 
2007 Αλαχιώτης, 2007)  
 1.9.Το είδος Ovis aries 
Tα οικόσιτα πρόβατα (Ovis aries) είναι το πιο κοινό μέλος της οικογένειας 
των προβάτων (Ovis). Είναι τετράποδα μηρυκαστικά, με τεράστια οικονομική 
σημασία κυρίως για το μαλλί, το κρέας και το γάλα τους. Το κατοικίδιο 
πρόβατο έχει ύψος 60 έως 90 εκατοστά του μέτρου και είναι περισότερο 
κοντό και χοντρό από την κατσίκα. Τα κέρατά του -όταν υπάρχουν- είναι 
τοποθετημένα στα πλάγια του κεφαλιού και παρουσιάζουν μεγάλη 
παραλλακτικότητα. Έχουν τριγωνική διατομή στη βάση τους και φέρουν 
ανάγλυφους εγκάρσιους δακτύλιους. Στα αρσενικά είναι γυριστά ελικοειδή. Τα 
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αρσενικά δεν φέρουν γένι. Το πρόβατο μηρυκάζει την τροφή του και 
επιτυγχάνει στο τετράχωρο στομάχι του την πλήρη πέψη των κυτταρινούχων 
τροφών που καταναλώνει. Προτιμά κυρίως κοντά και λεπτά φυτά, τα οποία, 
όταν βόσκει, τα κόβει πολύ καντά στη ρίζα τους, παρ' όλο που βόσκει και 
σκληρόφυλλα ή θαμνώδη ψηλά φυτά. Το πρόβατο κυρίως εκτρέφεται για το 
κρέας και το μαλλί του και δευτερευόντως για το γάλα του. Εκτρέφεται σε όλη 
σχεδόν την υδρόγειο, εκτός από τη θερμή και υγρή τροπική ζώνη. Η 
προσαρμοστικότητα, η επιλογή και η γενετική βελτίωση οδήγησαν ώστε 
σήμερα να υπάρχουν περισσότερες από 10.000 φυλές προβάτων  και ο 
πληθυσμός τους παγκοσμίως υπολογίζεται στο ένα δισεκατομμύριο 
(Meadows et al., 2007, Groenevelt et al, 2010,).   
 Το πρόβατο είναι εποχιακά πολύοιστρο. Ο οιστρικός του κύκλος διαρκεί 
17 ημέρες και ο οίστρος (χρόνος κατά τον οποίο το θηλυκό δέχεται τη 
σύζευξη) διαρκεί 24 - 30 ώρες. Η περίοδος εγκυμοσύνης διαρκεί περίπου 
πέντε μήνες (κατά μ.ό. 147 μέρες) και γεννά συνήθως ένα νεογνόΜεγάλη 
σημασία στην προβατοτροφία έχει ο συγχρονισμός του οίστρου, η 
ταυτόχρονη δηλαδή εμφάνιση οίστρου σε όλα ή σε ορισμένο αριθμό θηλυκών 
ζώων. Με το συγχρονισμό του οίστρου προκύπτουν μαζικοί τοκετοί, 
απογαλακτίζονται και σφάζονται ταυτόχρονα όλα τα αρνιά και αρμέγονται στη 
συνέχεια ταυτόχρονα όλες οι προβατίνες. Με τον τρόπο αυτό προκύπτει το 
μεγαλύτερο δυνατό οικονομικό όφελος με τη λιγότερη εργατική επιβάρυνση. 
(Ζέρβας, 1988  Jensen, 2009) 
Βασίλειο          :     Ζώα                      (Animalia) 
Συνομοταξία    :     Χορδωτά              (Chordata) 
 Ομοταξία         :     Θηλαστικά            (Mammalia) 
Τάξη                :     Αρτιοδάκτυλα        (Artiodactyla) 
Οικογένεια       :     Βοοειδή   (Bovidae) 
Υποοικογένεια :     Αιγώδη   (Caprinae) 
Γένος               :     Πρόβατο                (Ovis) 
Eίδος    :    Οικόσιτο προβατο  (Ovis aries) 
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Οι φυλές των προβάτων διακρίνονται σε κατηγορίες με βάση διάφορα 
κριτήρια. Ως κριτήρια λαμβάνονται: 
1. Το μήκος και το πάχος της ουράς. Διακρίνονται πρόβατα: 
 μακρόουρα και βραχύουρα και 
 παχύουρα ή πλατύουρα και λεπτόυουρα. 
2. Την κύρια παραγωγική κατεύθυνση. Διακρίνιονται πρόβατα: 
 εριοπαραγωγικά, 
 κρεατοπαραγωγικά ή κρεοπαραγωγικά 
 εριοπαραγωγικά και 
 μικτών αποδόσεων. 
3. Την ομοιογένεια και την ποιότητα του ερίου. Διακρίνονται πρόβατα: 
 Τριχοπρόβατα, αναμικτόμαλλα, ομοιόμαλλα και μερινόμαλλα. 
4. Το μήκος και το πάχος της τρίχας. Διακρίνονται πρόβατα: 
 μακρόμαλλα, λεπτόμαλλα ή εριότριχα και μεσόμαλλα(μαλλί 
μεσαίου μήκους). 
5. Επίσης, τις φυλές των προβάτων τις διακρίνουμε στις ελληνικές φυλές και 
τις ξενικές φυλές που εκτρέφονται στην Ελλάδα: 
1.9.2. Ελληνικές φυλές οικόσιτων προβάτων  
Διακρίνονται 14 ελληνικές φυλές προβάτων, αν και δεν έχουν μελετηθεί 
όλες επαρκώς, ώστε να διαπιστωθούν τα βασικά χαρακτηριστικά που να 
διακρίνουν σαφώς τη μια φυλή από την άλλη. Πιθανώς, ορισμένες απ' αυτές 
να είναι απόγονοι μιας αρχικής φυλής. Οι κυριότερες ελληνικές φυλές είναι: 
(Boyazoglu et al, 1990, Ζέρβας και Χατζημηνάογλου, 1988) 
1. Η εγχώρια ελληνική φυλή: Είναι η πολυπληθέστερη ελληνική φυλή. Ανήκει 
στα λεπτόουρα, αναμικτόμαλλα πρόβατα. Διακρίνονται δυο τύποι:ο ορεινός 
και πεδινός. 
 Στον ορεινό τύπο κατατάσσονται τα Σαρακατσάνικα, τα Βλάχικα, τα 
Γραμουστιανά, τα Αρβανιτοβλάχικα, Μωραϊτικα και τα πρόβατα 
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Κρήτης (Σφακιών και Σητείας). Πρόκειται για μικρόσωμα πρόβατα μικρών 
αποδόσεων. 
 Στον πεδινό τύπο κατατάσσονται τα Καραγκούνικα πρόβατα της 
Θεσσαλίας και τα Μαυρομάτικα πρόβατα Κατσικά Ιωαννίνων και του 
Αγρινίου. 
Από τα παραπάνω πρόβατα, τα Καραγκούνικα, με κοιτίδα την 
περιφέρεια Παλαμά Καρδίτσας, είναι τα περισσότερο παραγωγικά σε κρέας 
και γάλα πρόβατα. Πρόκειται για ζώα μέσης σωματικής ανάπτυξης με 
χρωματισμό ο οποίος κυμαίνεται από τον τελείως λευκό μέχρι του τελείως 
μελανού.Τα Καραγκούνικα πρόβατα χρησιμοποιήθηκαν ευρέως για βελτίωση 
των προβάτων του ορεινού τύπου. Σε διασταύρωση με τη φυλή Φρισλανδίας 
δίνει πολύ καλούς απογόνους στην παραγωγή γάλακτος, κρέατος και ερίου. 
(Ζέρβας και Χατζημηνάογλου, 1988) 
2.Φυλή Ζακύνθου: Κοιτίδα του είναι η Ζάκυνθος. Από τα πλέον μεγαλόσωμα 
ελληνικά πρόβατα. Ανήκει στα αναμικτόμαλλα πρόβατα και διακρίνεται για την 
καλή του γαλακτοπαραγωγή και την πολυδυμία του (μ.ό. 160%), αλλά οι 
αποδόσεις του σε κρέας είναι μέτριες. 
3.Φυλή Καταφυγίου: Κοιτίδα του η περιοχή Καταφυγίου των Πιερίων. 
Μικρόσωμο, λεπτόουρο, ομοιόμαλλο και μικρών αποδόσεων πρόβατο. 
Παράγει από τα καλύτερα ποιοτικά ελληνικά έρια. 
4.Φυλή Ρουμλουκίου: Κοιτίδα του η ομόνυμη περιοχή στην πεδιάδα 
Θεσσαλονίκης. Είναι μέσης σωματικής ανάπτυξης και περιορισμένων 
αποδόσεων λεπτόουρο, ομοιόμαλλο πρόβατο. 
5.Φυλή Χαλκιδικής: Εκτρέφεται στη χερσόνησο Χαλκιδικής. Μέσων 
αποδόσεων λεπτόουρο ομοιόμαλλο πρόβατο. 
6.Φυλή Δυτικής Θράκης: Εκτρέφεται στη Θράκη μέχρι τον ποταμό Στρυμώνα. 
Σχετικά μικρόσωμο, λεπτόουρο ομοιόμαλλο πρόβατο με την καλύτερη στην 
Ελλάδα απόδοση σε έριο (κλάση Β) 
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7.Φυλή Σερρών: Κοιτίδα του η πεδιάδα των Σερρών. Λεπτόουρο ομοιόμαλλο 
πρόβατο μέσηςσωματικής ανάπτυξης, είναι από τα καλύτερα ελληνικά 
ποιμενικά πρόβατα, χαρακτηριζόμενο για την πρώιμη ωριμότητα των 
αμνάδων και την καλή διάπλαση των αποδιδόμενων σφαγίων αμνών. Η 
πολυδυμία του ανέρχεται στο 125%. 
8.Φυλή Κύμης: Εκτρέφεται στην περιοχή Κύμης της Εύβοιας. Πιθανώς 
προέρχεται από την φυλή Σκοπέλου. Είναι μεγαλόσωμο λεπτόουρο 
ομοιόμαλλο πρόβατο υψηλής γαλακτοπαραγωγής και καλής απόδοσης σε 
έριο (κλάση C 1). 
 9.Φυλή Γλώσσας Σκοπέλου: Μέσης σωματικής ανάπτυξης λεπτόουρο 
ομοιόμαλλο πρόβατο ικανοποιητικής γαλακτοπαραγωγής. Εμφανίζει πρώιμη 
γενετήσια ωριμότητα και υψηλό ποσοστό πολυδυμίας: 184%. 
10.Φυλή Χίου: Μεγαλόσωμο πλατύουρο πρόβατο με κοιτίδα τη νήσιο Χίο. 
Πιστεύεται ότι προήλθε από τη διασταύρωση ντόπιων ομοιόμαλλων 
λεπτόουρων προβάτων με μικρασιατικά πλατύουρα αναμικτόμαλλα πρόβατα. 
Εμφανίζει πρώιμη γενετική ωριμότητα, υψηλή γαλακτοπαραγωγή και 
σημαντική ποσοστικά κρεατοπαραγωγή. Το ποσοστό διδυμίας ενέρχεται στο 
175%, με υψηλό ποσοστό τριδυμίας. Η εριοπαραγωγή του είναι μέτρια. 
Μιγάδες των προβάτων Χίου εκτρέφονται σε όλες τις περιοχές της Ελλάδας 
με αποδόσεις πολύ καλύτερες των αγχώριων αβελτίωτων προβάτων. 
 11.Φυλή Άργους: Πλατύουρο αναμικτόμαλλο πρόβατο, το οποίο προήλθε 
από την φυλή Χίου. Χαρακτηρίζεται από την καλή γαλακτοπαραγωγή, ενώ η 
εριοπαραγωγή του είναι μέτρια. 
 12.Φυλή Μυτιλήνης: Μέσης απόδοσης πλατύουρο αναμικτόμαλλο πρόβατο, 
μέτριας σωματικής ανάπτυξης. 
1.9.3.  Ξένες φυλές προβάτων στην  Ελλάδα 
Μετά το 1950 έγιναν προσπάθειες διασταύρωσης του εγχώριου 
πρόβειου πληθυσμού με την εισαγωγή ξενικών φυλών με σκοπό τη βελτίωση 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 03:29:15 EET - 137.108.70.7
30 
 
των αποδόσεών του, κυρίως σε κρέας και μαλλί. Οι κυριώτερες φυλές που 
εισήχθησαν είναι: 
1.Φυλή Φρισλανδίας: Κατάγεται από την ανατολική ομόνυμη περιοχή 
της βόρειας Γερμανίας. Είναι μεγαλόσωμο, λεπτόουρο, ομοιόμμαλο πρόβατο. 
Έχει τη μεγαλύτερη γαλακτοπαραγωγή από όλες τις φυλές και ποσοστό 
πολυδυμίας περίπου 200%. Επίσης, είναι σημαντική η απόδοσή του σε μαλλί 
και κρέας. Εμφανίζει όμως μεγάλη ευαισθησία στις υψηλές θερμοκρασίες και 
τα πνευμονικά νοσήματα, γεγονότα που κάνουν τον εγκλιματισμό του στη 
χώρα μας δυσχερέστατο. Αντίθετα, τα προϊόντα διασταύρωσης των 
προβάτων Φρισλανδίας με τις ελληνικές φυλές παρουσιάζουν αρκετά καλή 
προσαρμοστικότητα και κατά πολύ καλύτερες αποδόσεις των ελληνικών. 
(Μason, 1967 Zέρβας, 1988) 
2.Φυλή Μερινός: Κατάγεται από την Ισπανία και πιστεύεται ότι 
προέρχεται από τα λεπτόμαλλα πρόβατα της ανατολικής Μεσογείου, τα οποία 
έφεραν ακεί οι αρχαίοι Έλληνες άποικοι, οι οποίοι κατά τη μυθολογία τα 
προμηθεύτηκαν με την αργοναυτική εκστρατεία. Έχει το λεπτότερο και 
καλύτερο έριο από όλες τις φυλές. Όμως, η γαλακτοπαραγωγή του είναι 
μικρή, δεν εμφανίζει πρώιμη γενετήσια ωριμότητα ούτε υψηλή πολυδυμία. Οι 
προσπάθειες διασταύρωσης του εγχώριου πληθυσμού με πρόβατα Μερινός 
απέτυχαν και οι προβατοτρόφοι μετά τους πρώτους πειραματισμούς 
σταμάτησαν να χρησιμοποιούν κριάρια Μερινός. (Μason, 1967) 
  3.Φυλή Ιλ Ντε Φρανς (Ile de France): Δημιουργήθηκε στην Κτηνιατρική 
Σχολή Alfort της Γαλλίας με διασταύρωση προβατινών Μερινός και κριών της 
μεγαλόσωμης αγγλικής κρεατοπαραγωγικής φυλής Dishley. Είναι 
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                                  2. ΣΚΟΠΟΣ 
 
Η α-λακταλβουμίνη, ως β υπομονάδα της συνθετάσης της λακτόζης, το 
ένζυμο που καταλύει το τελευταίο στάδιο της σύνθεσης της λακτόζης, 
συντίθεται ειδικά από τους μαστικούς αδένες και διαδραματίζει σημαντικό 
βιολογικό ρόλο στον έλεγχο της σύνθεσης της λακτόζης κατά τη διάρκεια της 
κύησης και της γαλουχίας σε συνεργασία με μία γαλακτοζυλοτρανσφεράση, 
την Β-Ν-ακετυλογλυκοζαμίνη β 1,4-γαλακτοζυλοτρανσφεράση. 
Ο σκοπός της εργασίας αυτής είναι ο εντοπισμός και η καταγραφή 
πολυμορφισμών στο γονίδιο της άλφα λακταλβουμίνης σε φυλές προβάτων, 
ώστε να εξεταστεί κατά πόσο η υψηλή γενετική ποικιλομορφία που 
εμφανίζεται ανάμεσα σε φυλές θα μπορούσε να συσχετιστεί με 
πολυμορφισμούς στο γονίδιο της άλφα λακταλβουμίνης. Συνολικά 
εξετάστηκαν 80 δείγματα (αίμα) από 14 πιστοποιημένες καθαρές ελληνικές 
φυλές. Η ανάλυση πραγματοποιήθηκε σε ένα τμήμα του γονιδίου LALBA -












Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 03:29:15 EET - 137.108.70.7
32 
 
3. ΜΕΘΟΔΟΙ ΚΑΙ ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΗ ΠΟΡΕΙΑ 
. 
3.1. Δείγματα-Βιολογικό Υλικό 
Για την παρούσα μελέτη χρησιμοποιήθηκαν 81 δείγματα  (αίμα) από τις 





Όνομα Φυλής: Καραμάνικα 
Βάρος Κριών: 72 κιλά 
Βάρος Προβατίνων: 58 κιλά 
Ύψος  Κριών: 76 εκατοστά 
Ύψος  Προβατίνων: 67 εκατοστά 
Μέση γαλ/γη: 140 κιλά 
Πολυδυμία: 1.2% 
 
Όνομα Φυλής: Άργους 
Βάρος Κριών: 70 κιλά 
Βάρος Προβατίνων: 59 κιλά 
Ύψος  Κριών: 85 εκατοστά 
Ύψος  Προβατίνων: 70 εκατοστά 
Μέση γαλ/γη: 150 κιλά 
Πολυδυμία: 1.6% 
Όνομα Φυλής: Ζακύνθου 
Βάρος Κριών: 79 κιλά 
Βάρος Προβατίνων: 70 κιλά 
Ύψος  Κριών: 79 εκατοστά 
Ύψος  Προβατίνων: 70 εκατοστά 
Μέση γαλ/γη: 225 κιλά 
Πολυδυμία: 1.9 % 
Όνομα Φυλής: Θράκης 
Βάρος Κριών: 50 κιλά 
Βάρος Προβατίνων: 45 κιλά 
Ύψος  Κριών: 64 εκατοστά 
Ύψος  Προβατίνων: 50 εκατοστά 
Μέση γαλ/γη: 80 κιλά 
Πολυδυμία: 1.1 % 
Όνομα Φυλής: Κοζάνης 
Βάρος Κριών: 64 κιλά 
Βάρος Προβατίνων: 45 κιλά 
Ύψος  Κριών: 67 εκατοστά 
Ύψος  Προβατίνων: 58 εκατοστά 
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Όνομα Φυλής: Κατσικά 
Βάρος Κριών: 68 κιλά 
Βάρος Προβατίνων: 51 κιλά 
Ύψος  Κριών: 70 εκατοστά 
Ύψος  Προβατίνων: 60 εκατοστά 




Όνομα Φυλής: Κύμης 
Βάρος Κριών: 70 κιλά 
Βάρος Προβατίνων: 60 κιλά 
Ύψος  Κριών: 67 εκατοστά 
Ύψος  Προβατίνων: 66 εκατοστά 
Μέση γαλ/γη: 160 κιλά 
Πολυδυμία: 1.7 % 
 
Όνομα Φυλής: Ορεινό Ηπείρου (Μπούτσικο) 
Βάρος Κριών: 50 κιλά 
Βάρος Προβατίνων: 40 κιλά 
Ύψος  Κριών: 60 εκατοστά 
Ύψος  Προβατίνων: 54 εκατοστά 
Μέση γαλ/γη: 110 κιλά 
Πολυδυμία: 1.1% 
 
Όνομα Φυλής: Πηλίου 
Βάρος Κριών: 60 κιλά 
Βάρος Προβατίνων: 43 κιλά 
Ύψος  Κριών: 63 εκατοστά 
Ύψος  Προβατίνων: 58 εκατοστά 
Μέση γαλ/γη: 110 κιλά 
Πολυδυμία: 1.1% 
 
Όνομα Φυλής: Σαρακατσάνικο 
Βάρος Κριών: 69 κιλά 
Βάρος Προβατίνων: 41 κιλά 
Ύψος  Κριών: 65 εκατοστά 
Ύψος  Προβατίνων: 56 εκατοστά 
Μέση γαλ/γη: 60 κιλά 
Πολυδυμία: 1.1%                                              
 
Όνομα Φυλής: Σκοπέλου 
Βάρος Κριών: 62 κιλά 
Βάρος Προβατίνων: 45 κιλά 
Ύψος  Κριών: 70 εκατοστά 
Ύψος  Προβατίνων: 62 εκατοστά 
Μέση γαλ/γη: 170 κιλά 
Πολυδυμία: 1.6% 
Όνομα Φυλής: Φλώρινας 
Βάρος Κριών: 75 κιλά 
Βάρος Προβατίνων: 60 κιλά 
Ύψος  Κριών: 72 εκατοστά 
Ύψος  Προβατίνων: 67 εκατοστά 
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Όνομα Φυλής: Φριζάρτα (Άρτας) 
Βάρος Κριών: 95 κιλά 
Βάρος Προβατίνων: 73 κιλά 
Ύψος  Κριών: 80 εκατοστά 
Ύψος  Προβατίνων: 73 εκατοστά 




Όνομα Φυλής: Χίου  
Βάρος Κριών: 80 κιλά 
Βάρος Προβατίνων: 60 κιλά 
Ύψος  Κριών: 82 εκατοστά 
Ύψος  Προβατίνων: 73 εκατοστά 
Μέση γαλ/γη: 310 κιλά 




3.2. Απομόνωση DNA 




 Πιπέττες ακριβείας: 10 μl, 1000 μl 
 Ακρορύγχια (αντίστοιχα για τις πιπέττες) 
 Σωληνάρια τύπου Eppendorf 1.5 ml 
Συσκευές 
 Μηχανικός αναδευτήρας (vortex) 
 Φυγόκεντρος 
 Κλίβανος 
 Λουτρό ύδατος με ρυθμιζόμενη θερμοκρασία 
 Περιστροφικός αναδευτήρας φιαλιδίων 
 Απαγωγός 
Αντιδραστήρια 
 Αποστειρωμένο νερό (ddH2O) 
 Pυθμιστικό διαλυμα SSC (Saline-Sodium Citrate) Buffer 1X * pH=7 
 Πρωτεϊνάση K (Proteinase K) 
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 Φαινόλη (Phenol)  
 Χλωροφόρμιο (Chloroform) 
 Οξικό νάτριο (CH3COONa ή NaOAc) 3M pH 5.3 
 Ισοπροπανόλη (Isopropanol) 
 Αιθανόλη (Ethanol) 70% 
 Δωδεκανικό θεϊικό νάτριο (SDS) 5% 
  SSC Buffer 1Χ για 1L :             NaCl  (0,15 M)               
ΑΡΧΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ 
Το ρυθμιστικό διάλυμα SSC (pH=7) διατηρεί το DNA σταθερό ρυθμίζοντας το pH, 
ενώ το χλωριούχο νάτριο (NaCl) που περιέχει διασπάει τα κύτταρα. Καθώς αλλάζει την 
ωσμωτική πίεση τα διογκώνει και λύονται. Το δωδεκανικό θεϊικό νάτριο (SDS) είναι ένα 
απορρυπαντικό που μειώνει τις υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις διασπώντας έτσι την 
πυρηνική μεμβράνη. Ακόμη λειτουργεί σαν αποδιατακτικός παράγοντας των 
πρωτεϊνών, διασπώντας τις νουκλεάσες ενώ ταυτόχρονα τις καταβυθίζει, 
απελευθερώνοντας το DNA στο διάλυμα. Η πρωτεϊνάση K επίσης αποικοδομεί τις 
πρωτεΐνες και οι νουκλεάσες καταστρέφονται ολοκληρωτικά. Η φαινόλη βοηθά το DNA 
να μείνει στην υπερκείμενη υδάτινη φάση, ενώ το χλωροφόρμιο διαχωρίζει τις φάσεις 
καλύτερα. Το DNA είναι αδιάλυτο στην αιθανόλη και την ισοπροπανόλη, έτσι τα μόρια 
του σχηματίζουν συσσωματώματα στο οποίο βοηθάει και η προσθήκη του οξικού 
νατρίου (NaOAc) με αποτέλεσμα να είναι διακριτό στην αλκοολική φάση με μορφή ινών 
και να γίνεται εύκολη η συλλογή τους Βailes et al. (2007) 
ΕΦΑΡΜΟΓΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ      
 Σε σωληνάριο τύπου Eppendorf 1.5 ml μεταφέρθηκαν 500 μl από το    
δείγμα αίματος.  
 Προστέθηκε 1 ml διαλύματος SSC 1X. 
1. Τα δείγματα αναδεύτηκαν με vortex και ακολούθησε φυγοκέντρηση για 2΄ στις 
13,000 rpm.  
2. Αμέσως μετά απομακρύνθηκε με προσοχή το υπερκείμενο και προστέθηκε 
ακόμα 1 ml SSC 1X. 
3. Tα δείγματα φυγοκεντρήθηκαν για 2΄ στις 13,000 rpm και αφαιρέθηκε το 
υπερκείμενο. 
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4. Προστέθηκαν 700 μl ΝaΟΑc, 50 μl SDS 5% και 10 μl πρωτεϊνάση Κ και αφού 
καλύφθηκε το πώμα με Parafilm επωάστηκαν για 1 ώρα στους 55ΟC.  
5. Ακολούθησε φυγοκέντρηση για 2΄ στις 13,000 rpm και μεταφορά του 
υπερκειμένου σε νέο Eppendorf των 1.5 ml. 
6. Στα δείγματα προστέθηκε 1 ml φαινόλη και πραγματοποιήθηκε φυγοκέντρηση 
για 10΄ στις 13.000 rpm στους 4οC. 
7. H επάνω υδατική φάση μεταφέρθηκε σε νέο Eppendorf και  προστέθηκαν 0.5 
ml φαινόλης, 0.5 ml χλωροφόρμιο και πραγματοποιήθηκε  φυγοκέντρηση στις 
13,000 rpm για 5΄. 
8.  Η υπερκείμενη υδατική φάση μεταφέρθηκε σε νέο Eppendorf των 1.5   ml και 
προστέθηκε 1ml ισοπροπανόλη. 
9.  Τα δείγματα επωάστηκαν στους 20ΟC για 20΄. 
10.  Ακολούθησε φυγοκέντρηση για 30΄ στις 13,000 rpm στους 4oC. 
11.  Αφαιρέθηκε με προσοχή όλο το υπερκείμενο έτσι ώστε να παραμείνει το 
ίζημα στο σωληνάριο. 
12.  Προστέθηκε 1 ml  αλκοόλη 100%. 
13.  Ακολούθησε φυγοκέντρηση για 5΄ στις 13,000 rpm στους 4oC. 
14.  Απομακρύνθηκε η αλκοόλη και τα δείγματα μεταφέρθηκαν στους 37oC για 
30΄ για να απομακρυνθούν τα υπολείμματα αλκοόλης. 
15.  Τέλος προστέθηκαν 100 μl ddH2O. 
 
Απομόνωση ολικού DNA μέσω kit με στήλες διοξειδίου του   πυριτίου (kit: 




 Πιπέττες ακριβείας: 10 μl, 1000 μl 
 Ακρορύγχια (αντίστοιχα για τις πιπέττες) 
 Σωληνάρια τύπου Eppendorf 2 και 1.5 ml 
 
Συσκευές 
 Μηχανικός αναδευτήρας (vortex) 
 Φυγόκεντρος 
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 Λουτρό ύδατος με ρυθμιζόμενη θερμοκρασία              
Αντιδραστήρια  
 100% Αιθανόλη 
 Proteinase Κ 
 PureLink Genomic Lysis/Binding (έτοιμο στο kit) 
 Wash Buffer (έτοιμο στο kit)       
 Genomic Elution Buffer  
 
ΑΡΧΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ 
Το kit έχει σχεδιαστεί για γρήγορη και εύκολη απομόνωση ολικού DNA από ιστούς 
θηλαστικών καθώς μετά από λύση των κυττάρων, το DNA συνδέεται με τα μόρια του 
διοξειδίου του πυριτίου της στήλης και παραμένει εκεί, ενώ τα κυτταρικά υπολείμματα 
απομακρύνονται με πλύση. Τελικά το DNA λαμβάνεται με πλύση. Αρχικά γίνεται η 
προετοιμασία των δειγμάτων με πρωτεϊνάση Κ και διάλυμα που περιέχει SDS (όπως 
προαναφέραμε προκαλούν λύση των κυττάρων και αποικοδόμηση νουκλεασών), RNase 
(διάσπαση RNA) και με πρόσθεση χαοτροπικών αλάτων και αιθανόλης πραγματοποιείται η 
πρόσδεση του DNA στις στήλες, μια αντιστρέψιμη διαδικασία. Τα υπολείμματα αφαιρούνται 
μέσω πλύσεων με διαλύματα και το DNA συλλέγεται με ένα ελαφρώς αλκαλικό διάλυμα 
έκλουσης 
3.2.1. Ανίχνευση και ποσοτικός προσδιορισμός του DNA   




 Ζυγαριά ακριβείας 
 Πιπέττες ακριβείας: 10 μl 
 Ακρορύγχια (αντίστοιχα για τις πιπέττες) 
 Κωνική φιάλη των 100 ml 
 Ογκομετρικός κύλινδρος των 10 μl 
 Ειδικό πιατάκι για για την παρασκευή πηκτώματος με χτενάκι 
(για φωτομέτρηση) 
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 Κυψελίδες  
 Πιπέττες ακριβείας: 100 μl, 10 μl 
 Συσκευές                                                                                                            
(για ηλεκτροφόρηση)  
 Φούρνος μικροκυμάτων 
 Συσκευή ηλεκτροφόρησης (οριζόντιας) με τροφοδοτικό 
 Συσκευή παροχής UV ακτινοβολίας με προστατευτικό καπάκι 
(για φωτομέτρηση) 
 Φωτόμετρο 
Αντιδραστήρια                                                                                                
(για ηλεκτροφόρηση) 
 Aγαρόζη (Agarose) 
 ΤΑΕ (Tris-Acetate-EDTA) 50Χ * 
 Διάλυμα φόρτωσης (Loading buffer) Bromophenol blue 6X ** 
 Βρωμιούχο Αιθίδιο (Ethidium bromide-ΕtBr) C=10mg/ml 
 ddH2O (για φωτομέτρηση) 
 ddH2Ο 
TAE 50X (500 ml):       
 121 g Tris Base (1.98M) 
 28.5 ml Acetic Acid (0.95M) 
 50 ml EDTA (0.05M) 
 ddH2O έως τελικό όγκο 10 ml 
 Loading buffer 6X(10ml):     
 1ml Bromophenol blue 1%w/v (0.015M) 
 0.5ml TBE 20X 
 5ml Glycerol 
 ddH2O έως τελικό όγκο 10 ml. 
  
ΑΡΧΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ 
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Ποσοτικός και ποιοτικός έλεγχος στο εκάστοτε δείγμα μπορεί να γίνει 
με δύο τρόπους. Ο ένας είναι μέσω ηλεκτροφόρησης του δείγματος και 
μέτρηση της απορρόφησης υπεριώδους (ultraviolet - UV) ακτινοβολίας στα 
ακόλουθα μήκη κύματος: 230, 260 και 280 nm η οποία θα δείξει σε γενικές 
γραμμές την ποσότητα του γενετικού υλικού, το μέγεθος καθώς και τη 
στερεοδιάταξη των τμημάτων (υπερελικωμένο, γραμμικό, κυκλικό). Επίσης, 
έλεγχος της καθαρότητας του DNA γίνεται με αραίωση του 1:50 (με ddH2O) 
και φωτομέτρηση στα 260 nm όπου θα πρέπει να έχει ένδειξη καθαρής 
καμπύλης.   
3.2.2.  Ηλεκτροφόρηση   
Ηλεκτροφόρηση εφαρμόστηκε αρχικά μετά την απομόνωση του ολικού 
DNA από το αίμα των προβάτων  καθώς και μετά την ολοκλήρωση της PCR 
για τον έλεγχο της επιτυχίας της αντίδρασης. Η βασική ιδέα είναι ότι 
πηκτώματα από αγαρόζη ή πολυακρυαλαμίδη που έχουν ηλεκτρόδια στα δύο 
άκρα τους, λειτουργούν σαν επιλεκτικά φίλτρα για μόρια DNA με διαφορετικά 
μοριακά βάρη τα οποία απομακρύνονται από το ένα ηλεκτρόδιο προς το άλλο 
με διαφορετικούς ρυθμούς σχηματίζοντας ξεχωριστές μπάντες. Αυτό 
συμβαίνει όταν εφαρμόζεται τάση στα δύο άκρα του πηκτώματος και τα 
αρνητικά φορτισμένα μόρια DNA κινούνται από το αρνητικό ηλεκτρόδιο 
(κάθοδο) προς το θετικό (άνοδο), σε ουδέτερο pH το οποίο διατηρείται από το 
διάλυμα της ηλεκτροφόρησης (TAE). Όσο πιο αυξημένη είναι η τάση τόσο πιο 
γρήγορα κινούνται τα μόρια, δεν πρέπει όμως να υπερβεί κάποια όρια καθώς 
υπάρχει κίνδυνος να λιώσει το πήκτωμα. Αφού ολοκληρωθεί η 
ηλεκτροφόρηση, οι θέσεις που έχουν πάρει τα διαφορετικά τμήματα DNA 
μπορούν να γίνουν ορατές στο υπεριώδες φως με τη βοήθεια του 
βρωμιούχου αιθιδίου (είτε στο πήκτωμα είτε στο δείγμα), μια βαφή που 
παρεμβάλλεται ανάμεσα στα μόρια του DNA και τα κάνει να φωσφορίζουν. Το 
πόσο γρήγορα έχει κινηθεί ένα τμήμα στο πήκτωμα, είναι αντιστρόφως 
ανάλογο του μεγέθους του και έτσι τα μεγαλύτερα τμήματα θα βρίσκονται σε 
υψηλότερο σημείο από τα μικρότερα που ελίσσονται γρηγορότερα στους 
πόρους του πηκτώματος. Την κίνηση των μορίων επηρεάζει επίσης η 
συγκέντρωση της αγαρόζης, το μέγεθος της τάσης (Volt), η στερεοδιάταξη 
των τμημάτων καθώς και το ρυθμιστικό διάλυμα. To διάλυμα φόρτωσης 
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προστίθεται στα δείγματα για να αυξήσει την πυκνότητά τους έτσι ώστε να 
φορτωθούν στις κατάλληλες θέσεις χωρίς να διαχυθούν ενώ η χρωστική που 
περιέχει κινείται προς τη άνοδο με προβλέψιμο ρυθμό και παράλληλα κάνει τα 
δείγματα ορατά (Hoezel, 1998). 
Mια μπάντα με ικανοποιητική συγκέντρωση DNA και χωρίς προσμίξεις 
(RNA, πρωτεΐνες) θα είναι ευκρινής και μονή.  
ΕΦΑΡΜΟΓΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ 
1. Τα δείγματα τοποθετήθηκαν σε υδατόλουτρο που είχε ρυθμιστεί στους 
50oC μέχρι να ξεπαγώσουν. 
2.  Πραγματοποιήθηκε φυγοκέντρηση σε 1ml από το κάθε δείγμα (10,000 
rpm για 5΄) και το ίζημα μεταφέρθηκε σε σωληνάρια Eppendorf των 2 ml 
όπου προστέθηκαν 180 μl Lysis Buffer και ακολούθησε επώαση για 30΄ σε 
θερμοκρασία δωματίου. 
3. Προστέθηκαν 20 μl Proteinase Κ και έγινε ανάμειξη με τη βοήθεια vortex.  
4. Προστέθηκαν 200 μl PureLink Genomic Lysis/Binding και αναμείχθηκαν 
αμέσως με τη χρήση vortex.  
5. Επωάστηκαν στους 55oC για 30΄. 
6. Αμέσως μετά προστέθηκαν 200 μl 100% αιθανόλης και έγινε καλή 
ανάμειξη με τη βοήθεια vortex.  
7. Τα δείγματα μεταφέρθηκαν σε στήλες PureLink, έγινε φυγοκέντρηση στις 
10,000 χ g για 1΄ σε θερμοκρασία δωματίου και οι στήλες τοποθετήθηκαν 
σε νέα σωληνάρια συλλογής PureLink Collection Tubes. 
8.  500 μl Wash Buffer 1 προστέθηκαν στις στήλες και ακολούθησε 
φυγοκέντρηση στις 10,000 x g για 1΄ σε θερμοκρασία δωματίου και οι 
στήλες τοποθετήθηκαν σε νέα σωληνάρια συλλογής PureLink Collection 
Tubes.  
9. Προστέθηκαν 500 μl Wash Buffer 2 και τα δείγματα φυγοκεντρήθηκαν στη 
μεγαλύτερη δυνατή ταχύτητα για 3΄ σε θερμοκρασία δωματίου. 
10.  Η στήλες τοποθετήθηκαν σε καθαρά σωληνάρια Eppendorf των 1.5 μl.  
11. Προστέθηκαν 200 μl Genomic Elution Buffer επωάστηκαν σε θερμοκρασία 
δωματίου για 1΄ και έγινε φυγοκέντρηση στη μεγαλύτερη δυνατή ταχύτητα 
για 1΄ σε θερμοκρασία δωματίου. 
12. Τα σωληνάρια Eppendorf περιέχουν απομονωμένο DNA (πρώτο elution). 
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13.  Οι στήλες τοποθετήθηκαν σε καθαρά σωληνάρια Eppendorf των 1.5 μl και 
το βήμα 12 επαναλήφθηκε δίνοντας απομονωμένο DNA (δεύτερο elution). 
 
3.2.3.  Φωτομέτρηση 
 Aν  ένα δείγμα περιέχει DNA χωρίς προσμίξεις (φαινόλη, αγαρόζη, 
πρωτεϊνες, άλλα νουκλεϊκά οξέα) μπορεί να μετρηθεί το ποσό της υπεριώδους 
(UV) ακτινοβολίας που θα απορροφήσουν οι βάσεις του. Η μέτρηση της 
οπτικής απορρόφησης θα πρέπει να γίνεται στα 260 nm όπου και φαίνεται η 
συγκέντρωση των νουκλεϊκών οξέων του δείγματος η οποία υπολογίζεται από 
τη σχέση: DNA (μg/μl)=(OD260x50μg/μl) (Keer et al., 2008). 
ΕΦΑΡΜΟΓΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ 
ΗΛΕΚΤΡΟΦΟΡΗΣΗ ΣΕ ΠΗΚΤΗ ΑΓΑΡΟΖΗΣ 2%  
 Παρασκευάστηκε το διαλύμα ΤΑΕ 1Χ αφού αραιώθηκε το πυκνό 50Χ: 20 
ml σε τελικό όγκο 1 L.  
 Παρασκευή του πηκτώματος αγαρόζης (2%):  
 Προετοιμάστηκε το εκμαγείο με τα χτενάκια  
 Ζυγίστηκαν 0.6 g αγαρόζης και 30 ml TAE1X τα οποία και αναμείχθηκαν 
σε κωνική φιάλη των 100 ml.  
 Η φιάλη τοποθετήθηκε σε φούρνο μικροκυμάτων μέχρι να βράσει το μίγμα 
ενώ αναδευόταν συχνά. 
 Στο διάλυμα προστέθηκαν 4 μl EtBr και ανακινήθηκε αρκετά καλά. Στη 
συνέχεια το διάλυμα τοποθετήθηκε στο εκμαγείο μαζί με το χτενάκι έως 
ότου να πήξει. 
 Αφού στερεοποιήθηκε αφαιρέθηκε από το εκμαγείο και τοποθετήθηκε σε 
μια συσκευή ηλεκτροφόρησης που περιέχει ΤΑΕ 1Χ αρκετό ώστε να 
καλύπτει το πήκτωμα. 
      Τα δείγματα τοποθετήθηκαν στα πηγαδάκια του πηκτώματος. (Σε 
περίπτωση που ελέγχεται ποσότητα DNA μετά από απομόνωση 
αναμειγνύονται 3 μl loading buffer 2 μl DNA ενώ στην περίπτωση που 
ελέγχου επιτυχίας αντίδρασης PCR, αναμειγνύονται 3 μl loading buffer με 5 μl 
από το προϊόν της PCR). 
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1. Στη συνέχεια ρυθμίστηκε η τάση του τροφοδοτικού περίπου στα 70V 
και πραγματοποιήθηκε ηλεκτροφόρηση για ~ 40 λεπτά. 
2. Το πήκτωμα τοποθετήθηκε στη συσκευή υπεριώδους ακτινοβολίας. 
 
ΦΩΤΟΜΕΤΡΗΣΗ ΣΤΑ 260 nm 
1. Η συσκευή φωτομέτρησης ρυθμίστηκε ώστε να φωτομετρεί στα 260 nm.  
2. 2 μl από κάθε δείγματος τοποθετήθηκαν σε καθαρή κυψελίδα 
φωτομέτρησης μαζί με 2 μl ddH2O και αναδεύτηκαν. 
3. Η κυψελίδα τοποθετήθηκε στη συσκευή φωτομέτρησης και αφού έγινε η 
μέτρηση το φωτόμετρο μηδενίστηκε για το επόμενο δείγμα, αφού η 
κυψελίδα ξεπλύθηκε καλά με ddH2O. 
 
3.3. Πολλαπλασιασμός γονιδιακών τμημάτων μέσω της 




 Πιπέττες ακριβέιας των 2 μl, 10 μl, 20 μl, 100 μl και 200 μl 
 Ακρορύγχια (αντίστοιχα για τις πιπέττες) 
 Σωληνάρια Eppendorf 1.5 ml 
 Φιαλίδια Eppendorf των 200 μl 
Συσκευές 
 Φυγόκεντρος 
 Θερμικός κυκλοποιητής 
Αντιδραστήρια 
 Εκκινητές (Primers)  
 Ρυθμιστικό διάλυμα (Buffer)  
 Χλωριούχο Μαγνήσιο (MgCl2) 
 Τριφωσφορικά δεοξυνουκλεοτίδια (dNTPs) 10 mM το καθένα (dATP,         
dCTP, dGTP, dTTP) 
 Taq πολυμεράση  
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 Αποστειρωμένο ddH2O 
 
  ΑΡΧΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ 
H μέθοδος αυτή επιτρέπει τον ελεγχόμενο, in vitro πολλαπλασιασμό 
(amplification) με τη βοήθεια ενζύμου, συγκεκριμένων αλληλουχιών DNA από 
πολύ μικρές αρχικές ποσότητες δείγματος αποδίδοντας εξαιρετικά μεγάλο 
αριθμό αντιγράφων τα οποία μετά θα μπορούν να ανιχνεύονται μέσω 
διάφορων μεθόδων. Οι αλληλουχία-στόχος εντοπίζεται από εκκινητές 
(ολιγονουκλεοτιδικές αλληλουχίες) μήκους -συνήθως- 15-35 bp, οι οποίοι 
σχεδιάζονται έτσι ώστε να είναι ομόλογοι με τις περιοχές που βρίσκονται 
πλευρικά από το τμήμα που θα πολλαπλασιαστεί. Είναι σημαντικό οι 
εκκινητές να υπάρχουν σε περίσσεια σε σχέση με τα υπόλοιπα αντιδραστήρια 
καθώς αυτό επιταχύνει τη διαδικασία της επιμήκυνσης (Willliams et al., 1991). 
Το ένζυμο που καταλύει την αντίδραση του πολλαπλασιασμού είναι η Taq 
πολυμεράση η οποία προέρχεται από το θερμόφιλο βακτήριο Thermus 
aquatiqus κάτι την κάνει σταθερή στις απότομες αλλαγές των υψηλών 
θερμοκρασιών που απαιτούνται για την αντίδραση αυτή (Russell, 2009). Το 
ρυθμιστικό διάλυμα διατηρεί ένα σταθερό pH για τη βέλτιστη δράση της 
πολυμεράσης. Τα ιόντα μαγνησίου βοηθούν στη πιο αποτελεσματική 
υβριδοποίηση των εκκινητών προσοχή όμως θα πρέπει να δοθεί γιατί ενώ 
χρειάζεται μια αυξημένη ποσότητα έτσι ώστε να μην υπάρχουν παραπροϊόντα 
στην αντίδραση, μια υπερβολική ποσότητα MgCl2 εμποδίζει τη δράση της 
πολυμεράσης (Hoelzel, 1998). Η αντίδραση πραγματοποιείται σε κύκλους (~ 
30-35) και σε κάθε έναν από αυτούς το DNA-στόχος πολλαπλασιάζεται 
εκθετικά (Εικόνα 3.1). Ο κάθε κύκλος αποτελείται από 3 στάδια:  
i. Στάδιο αποδιάταξης: Γίνεται θέρμανση του μίγματος στους 94οC για ~1-2΄, 
έτσι ώστε να διασπαστούν οι δεσμοί υδρογόνου και να διαχωριστούν οι 
δυο κλώνοι. Εδώ υπάρχει ένα συμπληρωματικό στάδιο ολοκληρωτικής 
αποδιάταξης (94οC) διάρκειας 2-3΄. 
ii. Στάδιο υβριδισμου: Στο στάδιο αυτό γίνεται η σύνδεση των εκκινητών 
στους δύο κλώνους του DNA. Η θερμοκρασία ρυθμίζεται ανάλογα με τις 
θερμοδυναμικές ιδιότητες των εκκινητών (συνήθως 50 – 60 οC), κάτι που 
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υπολογίζεται από τον δείκτη Tm που είναι η θερμοκρασία υβριδισμού του 
50% των μορίων του εκκινητή στο DNA. Το Tm εξαρτάται από την 
αναλογία βάσεων γουανίνης-κυτοσίνης  και από το μήκος του εκκινητή.  
iii. Στάδιο επιμήκυνσης (extension): Εδώ πραγματοποιείται η σύνθεση των 
συμπληρωματικών αλυσίδων από την Taq πολυμεράση. Διαρκεί περίπου 
2 λεπτά και γίνεται συνήθως στους 70 - 72οC, ενώ υπάρχει ένα 
συμπληρωματικό στάδιο τελικής επιμήκυνσης για τη πλήρη σύνθεση των 
μορίων στους 72οC που διαρκεί συνήθως 3-5΄. Στο τέλος του σταδίου 
αυτού, έχουν διπλασιαστεί τα αρχικά μόρια DNA της περιοχής που 
επιλέχτηκε και έχει ολοκληρωθεί ένας κύκλος PCR 
 
 
Εικόνα 3.1. Εκθετική ενίσχυση του προτύπου γονιδίου.Σε κάθε επαναλαµβανόµενο κύκλο της αντίδρασης τα 
προϊόντα του προηγούµενου κύκλου αποτελούν τη µήτρα για τον επόµενο κύκλο. Έτσι οαριθµός των µορίων 
αυξάνεται εκθετικά. Στο τέλος των 20-30 κύκλων PCR από το ένα αρχικό µόριο σχηµατίζονται δισεκατοµµύρια 
µόρια.  
 
ΕΦΑΡΜΟΓΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ      
Αρχικά μεταφέρθηκε 1 μl από το κάθε δείγμα DNA σε φιαλίδια Εppendorf 
των 200 μl. Η ποσότητα του DNA δεν ήταν ίδια σε όλες τις περιπτώσεις καθώς 
μετά από την εκτίμηση της ποσότητας/ποιότητας του ολικού DNA μπορεί να 
χρειαστεί μεγαλύτερη ποσότητα (ακόμη και 5μl) ή λιγότερη (0.2 – 0.5 μl). Αν 
γίνει αυτό, ο τελικός όγκος της αντίδρασης ρυθμίζεται με ddH2O. Επίσης σε ένα 
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από τα Εppendorf τοποθετήθηκε ddH2O στη θέση του DNA, σαν αρνητικός 
μάρτυρας (negative control) ο οποίος θα δείξει αν θα έχει υπάρξει κάποια 
επιμόλυνση κατά ή πριν την αντίδραση. 
1. Ακολούθησε η προετοιμασία του μίγματος για την αντίδραση (master 
mix) σύμφωνα με τον παρακάτω πίνακα (Πίνακας 3.1) έτσι ώστε να 
επιτευχθούν οι τελικές συγκεντρώσεις για 50 μl μίγματος ανά δείγμα. Οι 
παρακάτω ποσότητες πολλαπλασιάστηκαν επί τον αριθμό των 
δειγμάτων που χρησιμοποιήθηκαν. 
2. Σε κάθε σωληνάριο που περιείχε το δείγμα του DNA προστέθηκαν 49 μl 
του μίγματος της αντίδρασης (master mix) και έγινε ανακίνηση και spin 
στη φυγόκεντρο. 
3. Τα δείγματα τοποθετήθηκαν αμέσως στο θερμικό κυκλοποιητή (καθώς 
το ένζυμο είναι ευαίσθητο) και οι συνθήκες στο κάθε βήμα ρυθμίστηκαν 
ως εξής: 
Συνθήκες για ενίσχυση του μιτοχονδριακού τμήματος Dloop: 
I. Αρχική αποδιάταξη: 95οC για 4 λεπτά 
II. Αποδιάταξη:  95οC για 40 δευτερόλεπτα 
III. Υβριδοποίηση: 52οC για 45 δευτερόλεπτα 
IV. Επιμήκυνση: 72οC για 45 δευτερόλεπτα 
V. Τελική επιμήκυνση: 72οC για 10 λεπτά 
Τα βήματα Ι και V πραγματοποιήθηκαν μια φορά στην συνολική αντίδραση. 
Τα βήματα ΙΙ, ΙΙΙ και ΙV πραγματοποιήθηκαν για 35 κύκλους.                                   
4. Μετά το πέρας της αντίδρασης ακολούθησε ηλεκτροφόρηση σε πηκτή 
αγαρόζης 2% για τον έλεγχο της επιτυχίας της αντίδρασης. Παράλληλα 
ελέγχθηκε και ο αρνητικός μάρτυρας για πιθανές επιμολύνσεις.     
Master mix 
 Ποσότητες Αρχική συγκέντρωση 
(stock) 
Τελική συγκέντρωση (σε 
50 μl) 
DNA* 1 μl ~ 200 - 500 ng ~ 4-10 ng 
Buffer 5 μl 10Χ (Mg2+ 15mM) 1Χ (Mg2+ 1.5mM) 
MgCl2 1 μl 25 mM 0.5 mM 
dNTPs 1 μl 40 mM 0.8 mM 
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Πίνακας 3.1: Συνθήκες ανίδρασης PCR για τον πολλαπλασιαμό του  τμήματος   της α-
λακταλβουμίνης. 
 
5. Σε κάθε σωληνάριο που περιείχε το δείγμα του DNA προστέθηκαν 49 μl 
του μίγματος της αντίδρασης (master mix) και έγινε ανακίνηση και spin 
στη φυγόκεντρο.  
6. Τα δείγματα τοποθετήθηκαν αμέσως στο θερμικό κυκλοποιητή (καθώς 
το ένζυμο είναι ευαίσθητο) και οι συνθήκες στο κάθε βήμα ρυθμίστηκαν 
ως εξής: 
Συνθήκες για ενίσχυση του μιτοχονδριακού τμήματος Dloop: 
VI. Αρχική αποδιάταξη: 95οC για 4 λεπτά 
VII. Αποδιάταξη:  95οC για 40 δευτερόλεπτα 
VIII. Υβριδοποίηση: 52οC για 45 δευτερόλεπτα 
IX. Επιμήκυνση: 72οC για 45 δευτερόλεπτα 
X. Τελική επιμήκυνση: 72οC για 10 λεπτά 
Τα βήματα Ι και V πραγματοποιήθηκαν μια φορά στην συνολική αντίδραση. 
Τα βήματα ΙΙ, ΙΙΙ και ΙV πραγματοποιήθηκαν για 35 κύκλους . 
3.4.  Ανάλυση πολυμορφισμού διαμόρφωσης μονόκλωνης 
αλυσίδας -Single Strand Conformation Polymorphism-  




 Πιπέττες ακριβείας των 10, 20 και 100 μl 
 Ποτήρια ζέσεως των 200 και 500 ml 
 Μαγνήτης ανάδευσης  
Eκκινητής 
Fw 
1 μl 50 pmol/μl 1 pmol/μl 
Εκκινητής 
Rv 
1 μl 50 pmol/μl 1 pmol/μl 
ΚΑPA Taq 0.2 μl 5 U/μl 0.02 U/μl 
ddH2O 39.8 μl _ _ 
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 Ογκομετρικοί κύλινδροι των 15 και 100 ml 
 Χωνί μετάγγισης  
 Χαρτί διήθησης 
 Σωληνάρια Eppendorf  
 Γυάλινα τζαμάκια ειδικά για ηλεκτροφόρηση και χτενάκι 2mm των 15 
θέσεων 
 Μεταλλικό δοχείο χρώσης 
Συσκευές  
 Μαγνητικός αναδευτήρας 
 Συσκευή ηλεκτροφόρησης (κάθετη) και τροφοδοτικό 
 Φυγόκεντρος 
 Vortex 
 Συσκευή οριζόντιας κυκλικής ανάδευσης (ανακινούμενη πλάκα) 
 Ψηφιακή φωτογραφική μηχανή 
Aντιδραστήρια                                                                                                        
(πήκτωμα) 
 Ακρυλαμίδη (acrylamide) 99% 
 Δις- ακρυλμίδη (bisacrylamide) 
 TBE (Tris/Borate/EDTA) buffer 10X * 
 TEMED (Tetramethylethylenediamine) 99% 
 APS (Ammonium persulfate) 20% w/v*** 
 TBE (Tris/Borate/EDTA) buffer 0.5X * 
 Γλυκερόλη (Glycerol) 50% w/v 
 ddH2O 
(φόρτωση δειγμάτων στο πήκτωμα) 
 Αποδιατακτικό διάλυμα SSCP (SSCP buffer)** 
(χρώση Silver stain) 
 ddH2O 
 Αιθανόλη (EtOH absolute) 100% 
  Οξικό οξύ (Acetic acid) 99% 
 Νιτρικός άργυρος (AgNO3) 
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 Υδροξείδιο του νατρίου (NaOH) 
 Βοροϋδρίδιο του νατρίου (NaBH4) 
 Φορμαλδεΰδη (Folmaldehyde) 37% 
 
TBE 10X (2L):    216 g Tris Base (0.89M) 
110 g Boric Acid (0.89M) 
16.6 g EDTA 
ddH2O έως τα 2L τελικό όγκο 
TBE 0.5X (1L):    0.5ml ΤΒΕ 10Χ   
                ddH2O έως τα 1L τελικό όγκο  
 SSCP buffer:   Formamide 95% 
       Bromophenol blue 0.05% 
       Xylene Cyanol 0.05% 
       NaOH 10 mM 
 ΑΡΧΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ 
H μέθοδος αυτή βασίζεται στη διαφορετική κινητικότητα που έχουν 
αποδιαταγμένα προϊόντα PCR σε μη αποδιατακτικό πήκτωμα που 
επιβραδύνουν την κίνηση του DNA. Αυτό την κάνει μια από τις καλύτερες 
μεθόδους ανίχνευσης SNPs (πολυμορφισμών) με εύκολη εφαρμογή(Eικόνα 
3.2). Οι μονόκλωνες αλυσίδες των αποδιαταγμένων προϊόντων σχηματίζουν 
δευτεροταγείς δομές όταν τοποθετούνται στο πήκτωμα και αυτές οι δομές 
είναι μοναδικές για τις διαφορετικές αλληλουχίες, οι οποίες αν διαφέρουν έστω 
και σε μια βάση αλλάζει η αναλογία μεγέθους-φορτίου που οδηγεί σε 
διαφορετική κινητικότητα και έχουν 70-90% πιθανότητα να εντοπιστούν μετά 
το πέρας της ηλεκτροφόρησης. Τα ίδια τμήματα θα κινηθούν με τον ίδιο τρόπο 
και στην ίδια απόσταση στο πήκτωμα και όσα δείγματα είναι ίδια θα 
εμφανίσουν δύο όμοιες μπάντες (για τους δυο κλώνους). H τεχνική 
αποτελείται από 3 στάδια: την αποδιάταξη των PCR προϊόντων, την 
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ηλεκτροφόρηση των αποδιαταγμένων μορίων σε πήκτωμα πολυακριλαμίδης 
και τέλος τη χρώση του πηκτώματος για τον εντοπισμό των μπαντών. 
Υπάρχουν 4 παράμετροι που επηρεάζουν τα αποτελέσματα της μεθόδου: To 
μήκος του προϊόντος της PCR, η θερμοκρασία ηλεκτροφόρησης, η μέθοδος 
αποδιάταξης και η πυκνότητα του πηκτώματος. Τα τμήματα που θα 
ηλεκτροφορηθούν θα πρέπει να είναι ιδανικά ~ 150-200 bp σε μήκος. Αν είναι 
μικρότερα δεν θα πάρουν κάποια διαμόρφωση καθώς θα είναι λίγες οι 
πιθανότητες να βρεθεί μια τετράδα νουκλεοτιδίων έτσι ώστε να υβριδιστούν (1 
πιθανότητα στις 256 βάσεις περίπου). Από την άλλη σε μεγαλύτερα τμήματα 
(>  200 bp), αλλαγή μιας βάσης δεν θα επηρεάσει τη δομή του προϊόντος και 
έτσι δεν θα εντοπιστούν τα SNPs. Επίσης, η τάση του ρεύματος δε θα πρέπει 
να ξεπερνάει τα 5 V/cm σε 20-25οC, αν και η γλυκερόλη προστατεύει το 
πήκτωμα από θερμοκρασία που αυξάνεται αυξάνοντας την τάση. Στη φάση 
της χρώσης, ο νιτρικός άργυρος αντιδρά με τη φορμαλδεΰδη και παρουσία 
βάσης φαίνονται οι μπάντες καθώς παίρνουν ένα καφέ χρώμα. 
  
Εικόνα 3.2: Ανάλυση SSCP. Αριστερά ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα ακρυλαμίδης.Στους ετερόζυγους 
προκύπτουν τέσσερις διακριτές ζώνες, δύο του αγρίου τύπου και δύο του ομόζυγου μεταλλαγμένου.Δεξιά, 
τριχοειδική ηλεκτροφόρηση. 
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ΕΦΑΡΜΟΓΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ 
Αρχικά ετοιμάστηκε το πήκτωμα με συγκέντρωση 10%: 
1. Έγινε η τοποθέτηση των ειδικών τζαμιών για την ηλεκτροφόρηση και  
προετοιμασία της συσκευής του πηκτώματος. 
2. Σε ποτήρι ζέσεως με μαγνήτη αναδεύτηκαν τα υλικά για την παρασκευή 
του πηκτώματος: 
 6.187 g ακρυλαμίδη  
 0.165 g δις-ακρυλαμίδη  
 6 ml γλυκερόλη 50% 
 5 ml TBE 10X  
 ddH2O έως τα 50 ml 
3. Αφού ομογενοποιήθηκε, έγινε φιλτράρισμα με διηθητικό χαρτί σε 
ογκομετρικό κύλινδρο με προσοχή και συμπληρώθηκε με ddH2O έως τα 
62.5 ml. 
4. Το διάλυμα μεταφέρθηκε σε κωνική φιάλη και προστέθηκαν τα TEMED και 
APS ενώ αναδεύτηκαν και αμέσως το διάλυμα μεταφέρθηκε στη συσκευή 
(τα δυο τελευταία αντιδραστήρια πολυμερίζουν την ακρυλαμίδη). Τέλος 
τοποθετήθηκαν τα χτενάκια.  
5. Αφού έπηξε (μετά από ~ 45΄), αφαιρέθηκαν με προσοχή τα χτενάκια και τα 
πηγαδάκια καθαρίστηκαν. 
6. Προστέθηκε το διάλυμα 0.5X TBE στη συσκευή έτσι ώστε να καλύπτει το 
πήκτωμα. 
Ακολούθησε η προετοιμασία των δειγμάτων (αποδιάταξη): 
1. 5-7 μl προϊόντος PCR (ανάλογα με την εκτίμηση που έγινε από την 
ηλεκτροφόρηση) μεταφέρονται σε σωληνάρια Eppendorf και προστίθεται 
αποδιατακτικό διάλυμα SSCP 10 μl. 
2. Τα δείγματα τοποθετούνται στον θερμοκυκλοποιητή αλλά η διαδικασία 
σταματάει στο σημείο της αποδιάταξης (εδώ 99.1οC, 1:30΄ πριν τελειώσει 
αυτός ο κύκλος) και μεταφέρονται αμέσως σε πάγο (για να αποφευχθεί η 
επαναδιάταξη). 
3. Τα δείγματα τοποθετούνται με πιπέττα στα πηγαδάκια του πηκτώματος.  
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4. Η ηλεκτροφόρηση πραγματοποιείται στα 220V για ~20 ώρες σε 
θερμοκρασία δωματίου. 
Ακολουθεί η χρώση του πηκτώματος με Silver staining: 
1. Προετοιμασία διαλύματος Silver Stain (400 ml) σε ογκομετρικό 
 10 ml EtOH  
 0.5 ml Acetic acid  
 ddH2O έως 400 ml  
Το πήκτωμα εμβαπτίστηκε σε 200 ml του πηκτώματος αναδεύτηκε για 3’ 
στον αναδευτήρα. Η διαδικασία επαναλήφθηκε με τα υπόλοιπα 200 ml και 
ακολούθησε πλήση με ddH2O για 1 λεπτό υπό ανάδευση. 
2. Προετοιμασία διαλύματος νιτρικού αργύρου σε ογκομετρικό 
 1 L ddH2O  
 1 g νιτρικού αργύρου 
Τα παραπάνω τοποθετήθηκαν σε αναδευτήρα με μαγνήτη και αφού 
ομογενοποιήθηκε το μίγμα, εμβαπτίστηκε το πήκτωμα σε 200 ml της 
χρώσης για περίπου 10-15 λεπτά. Ακολούθησαν 2 πλύσεις με ddH2O, 
διάρκειας 1 λεπτού η κάθε μια ενώ το πήκτωμα ήταν υπό ανάδευση. 
3. Προετοιμασία τελικού διαλύματος χρώσης SSCP σε ποτήρι: 
 200 ml ddH2O  
 3g καυστικό νάτριο 
 ελάχιστο NaBH450 μΜ 
 1 ml φορμαλδεΰδη  
Τα παραπάνω αναμιγνύονται και το πήκτωμα εμβαπτίζεται υπό    
ανάδευση έως ότου να πάρει ένα κιτρινωπό χρώμα και οι μπάντες να 
φανούν με σκούρο καφέ χρώμα και ακολουθεί πλήση με ddH2O. 
4. Τέλος το πήκτωμα στέγνωσε και με προσοχή τυλίχτηκε σε διάφανη     
     σακούλα.                                                                                                                                                       
 
ΚΑΘΑΡΙΣΜΟΣ ΠΡΟΪΟΝΤΩΝ PCR  
  Υλικά 
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 Πιπέττες ακριβείας των 10, 20, 100 και 100 μl 
 Ακρορύγχια αντίστοιχα για τις πιπέττες 
 Σωληνάρια Eppendorf 1.5 ml  





 ΝΤΙ Buffer (έτοιμο στο kit) 
 ΝΤ3 Buffer (έτοιμο στο kit) 
 ΝΕ Buffer (έτοιμο στο kit) 
 Αιθανόλη 
 ddH2O 
ΑΡΧΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ 
O καθαρισμός των προϊόντων της PCR είναι απαραίτητος πριν από την 
αλληλούχιση καθώς πρέπει να μην υπάρχουν παραπροϊόντα, διμερή 
εκκινητών από τη μη ειδική υβριδοποίηση και άλλες προσμίξεις από την 
αντίδραση PCR. Το DNA προσδένεται σε μεμβράνη διοξειδίου του πυριτίου 
(που υπάρχει στις ειδικές στήλες). Αυτό γίνεται παρουσία χαοτροπικού άλατος 
που προστίθεται μέσω ρυθμιστικού διαλύματος πρόσδεσης. Οι προσμίξεις 
απομακρύνονται με αιθανολικό διάλυμα και το καθαρό DNA εκλύεται με τη 
βοήθεια ενός ελαφρώς αλκαλικού ρυθμιστικού διαλύματος που περιέχει 
Tris/HCl.  
ΕΦΑΡΜΟΓΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ  
1. Αναμίχθηκαν σε σωληνάρια Eppendorf 1.5 ml 1 όγκου από το δείγματα με 
2 όγκους διαλύματος ΝΤ1. 
2. Μεταφέρθηκαν σε στήλες NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Column οι 
οποίες είχαν τοποθετηθεί σε σωληνάρια συλλογής (2ml). 
3. Πραγματοποιήθηκε φυγοκέντρηση στις 11,000 x g για 30 sec. 
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4. Προστέθηκαν 700 μl Buffer NT3 και πραγματοποιήθηκε φυγοκέντρηση 
στις 13,000 x g για 30 sec. Έγινε επανάληψη αυτού του βήματος. 
5. Ακολούθησε φυγοκέντρηση στις 13,000 x g για 1΄ και οι στήλες 
τοποθετήθηκαν σε σωληνάρια Eppendorf των 1.5 ml. 
6. Προστεθηκαν 15 μl Buffer NΕ και επωάστηκαν σε θερμοκρασία δωματίου 
για 1΄.  
7. Ακολούθησε φυγοκέντρηση στις 13,000 x g για 1΄. 
  
ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΣΗ ΠΡΟΪΟΝΤΩΝ PCR 
  Μετά τον καθαρισμό τα δείγματα (~30-40 μl) στάλθηκαν για 
αλληλούχιση ώστε να ταυτοποιηθούν οι πολυμορφισμοί στην νουκλεοτιδική 
αλληλουχία των υπό μελέτη τμημάτων του γονιδίου της α-λακταλβουμίνης.                   
Η αλληλούχιση στις φυλογενετικές αναλύσεις δίνει ένα μεγάλο πλεονέκτημα 
σε σύγκριση με τις άλλες μεθόδους, καθώς η κάθε θέση στην αλληλουχία 
μπορεί να θεωρηθεί ως ένας ξεχωριστός χαρακτήρας. Συγκρίνοντας λοιπόν 
το κατά πόσο μοιάζουν ή διαφέρουν δύο αλληλουχίες μπορούμε να 
καταλήξουμε για τις φυλογενετικές τους σχέσεις με αρκετά μεγάλη 
λεπτομέρεια. Η σύγκριση γίνεται με στοίχιση των αλληλουχιών: κάθε 
αλληλουχία αντιστοιχεί σε μια σειρά μιας μήτρας και οι ομόλογες θέσεις των 
διαφορετικών αλληλουχιών ευθυγραμμίζονται σε στήλες (Barton et al., 2007). 
Tα αποτελέσματα του χρωματογραφήματος ελέγχθηκαν και διορθώθηκαν 
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4. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ - ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
 
Ενίσχυση τμημάτων του γονιδίου LALBA σε άτομα Ovis  aries με PCR 
Στην μελέτη αυτή διερευνήθηκε η ύπαρξη πολυμορφισμών στο γονίδιο 
LALBA (α-λακτακτβουλμίνης) σε 80 άτομα Ovis  aries, που προέρχονται από 
δεκατέσσερις διαφορετικές ελληνικές φυλές: Φριζάρτα ``Άρτας`` (ΑΤ), 
Μπούτσικα (ΕΜ), Χίου (ΧΙ), Κοζάνης (ΚΖ), Ζακύνθου (ΖΚ), Κάτσικα (ΚΤ), 
Κύμης (ΚΥ), Θράκης (ΘΡ), Σκοπέλου (ΣΚ), Πηλίου (ΠΗ), Φλώρινας (ΦΛ), 
Σαρακατσάνικα (ΣΡ), Καραμάνικα (ΚΜ), και Άργους (ΑΓ).   
  Για την ανάλυση χρησιμοποιήσαμε γενωμικό DNA το οποίο 
απομονώσαμε από το αίμα των προβάτων (δείγματα), σύμφωνα με το 
πρωτόκολλο που προτείνουν οι Asahida et al. (1996) το οποίο τροποποιήθηε 
σύπμφωνα με τις ανάγκες του πειράματος. Από κάθε δείγμα-αίμα 
χρησιμοποιήθηκαν 500 μl και ακολούθησε η πειραματική διαδικασία 
απομόνωσης DNA όπως ήδη έχει περιγραφεί (3.2.). 
 
Εικόνα 4.1. Ενδεικτική  απεικόνιση της ηλεκτροφόρησης σε πηκτή αγαρόζης 1% του γενωμικού DNA που 
απομονώθηκε από δείγματα αίματος. Όπου ΖΚ-Ζακύνθου, ΕΜ-Μπούτσικα, ΚΥ-Κύμης, ΣΡ-Σαρακατσάνικα, ΚΜ- 
Καραμάνικα. 
  Η ένδειξη της φωτεινότητας και το πάχος της κάθε ζώνης αποτελούν κατά 
προσέγγιση  ένδειξη της ποσότητας DNA που απομονώθηκε. Η ένταση των ζωνών και 
για τα 80 δείγματα που απομονώθηκαν ήταν έντονες, με αποτέλεσμα να θεωρείται 
κατάλληλο το πρωτόκολλο που προτείνουν οι Βailes et al. (2007) για απομονώσεις σε 
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δείγματα αίματος. Στη συνέχεια στα δείγματα πραγματοποιήθηκε PCR με τους εκκινητές 
LALBA (Πινακας 4.1.) 
 FW 5 -΄TTC AGG ATC TTG GGG GGT AAC-3`  
 RV 5 -`TCA CAG GAG ATG TTA CAG ATG-3  `
       Πίνακας 4.1. Οι ενισχυτές που χρησιμοποιήθηκαν για την ενίσχυση του γονιδίου της α-λακταλβουμίνης. 
      Συγκεκριμένα ενισχύθηκαν τα τμήματα εκατέρωθεν του εξονίου 1 
μήκους 132 bp και του εξονίου 2 μήκους 158 bp της αλληλουχίας του cDNA      
του γονιδίου, το οποίο έχει συνολικό μήκος 723 bp (NCBI/ovis 
aries/mRNA/Genbank, NM_001009797.1). Aνάμεσα στα δύο αυτά εξόνια 
συμπεριλαμβάνεται το ιντρόνιο 1 με μήκος 325 bp. To συνολικό μήκος της 
νουκλεοτιδικής αλληλουχίας του PCR  προ`ι`όντος που προέκυψε με την 
ενίσχυση των εκινητών (21 bp ο κάθε εκκινητής) ήταν 657 bp (ex 1 + ex 2 + 
intr 1 + primers). Ακολούθησε έλεγχος των προ`ι`όντων με ηλεκτροφόρηση 
σε πηκτή αγαρόζης όπως φαίνεται στην Εικόνα 4.2. 
 
 
Εικόνα 4.2. Ενδεικτική  απεικόνιση της ηλεκτροφόρησης PCR προ`ι`όντων σε πηκτή αγαρόζης 2% . Όπου ΖΚ-
Ζακύνθου, ΕΜ-Μπούτσικα, ΚΥ-Κύμης, ΣΡ-Σαρακατσάνικα, ΚΜ- Καραμάνικα, κτ-Κάτσικα, Ν-Μάρτυρας που 
περιέχει ως προ`ι`όν μόνο τους εκκινητές. 
      Διακρίνουμε (Εικ.4.2.) δύο διακριτές ζώνες, η πρώτη ζώνη (πάνω) 
αντιστοιχεί στο τμήμα του γονιδίου που ενισχύθηκε (ex1+intr1+ex2) ενώ η 
δεύτερη ζώνη (κάτω) αντιστοιχεί στους primers που χρησιμοποιήθηκαν. 
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Μετά την ενίσχυση του τμήματος τoυ  γονιδίου LALBA με PCR, εφαρμόστηκε 
ανάλυση SSCP (σύμφωνα με το πρωτόκολλο που έχει ήδη περιγραφεί) σε όλα τα δείγματα 
και ακολούθησε συγκριτική μελέτη των προτύπων όπως φαίνεται παρακάτω (Εικ. 4.3.) 
Παρατηρούνται διαφορετικοί τύποι ζωνώσεων, που αντιστοιχούν σε     διαφορετικούς 
συνδυασμούς αλληλομόρφων. 
 
Εικόνα 4.3. Ενδεικτική απεικόνιση ανάλυσης SSCP σε 13 δείγματα. Όπου ΕΜ-Μπούτσικα, ΚΥ-Κύμης, ΣΡ-
Σαρακατσάνικα, ΚΜ- Καραμάνικα. Παρατηρούμε την ύπαρξη διαφορετικών προτύπων. 
               Η μελέτη του γονιδίου LALBA σε 80 άτομα ovis aries αποκάλυψε την ύπαρξη 10 
προτύπων (Πίν. 4.2). Κάθε πρότυπο αντιστοιχεί σε ένα συγκεκριμένο αλληλόμορφο για 
ομόζυγα άτομα, ή συνδυασμό αλληλομόρφων, εάν πρόκειται για ετερόζυγα άτομα. 
 
                                             ΠΡΟΤΥΠΑ  LALBA 
 
Πρότυπο 1 
ΑΓ1, ΧΙ1, ΘΡ5, ΣΚ2, ΕΜ10, ΕΜ30, ΕΜ39, ΚΜ2, ΚΜ4, ΚΜ5, 
ΑΤ4, ΑΤ6, ΑΤ6’ , ΠΗ2, ΠΗ3, ΠΗ4 
 
Πρότυπο 2 
ΑΓ2, ΑΓ5, ΚΥ1, ΘΡ1, ΘΡ2, ΕΜ7,  
 
Πρότυπο 3 
ΑΓ3, ΚΖ1, ΚΖ3, ΑΤ21, ΑΤ35, ΖΚ1, ΚΤ1, ΚΥ3, ΚΥ4, ΧΙ3, ΕΜ3 
 
Πρότυπο 4 
ΚΖ2, ΖΚ5, ΚΤ2, ΣΚ1, ΕΜ38, ΚΜ1, ΚΜ3, ΑΤ1, ΠΗ1 
 
Πρότυπο 5 
ΖΚ2, ΖΚ3, ΚΤ4, ΚΥ5 
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Πρότυπο 6  
ΚΤ3, ΧΙ4, ΘΡ3, ΕΜ4, ΕΜ9, ΣΡ4, ΕΜ27, ΕΜ37 
 
Πρότυπο 7 
ΧΙ2, ΧΙ5, ΕΜ6 
 
Πρότυπο 8 
ΣΡ1, ΣΡ3, ΣΡ5, ΦΛ1, ΣΚ3, ΕΜ24, ΕΜ29, ΕΜ35 
 
Πρότυπο 9 
ΣΡ2, ΦΛ2, ΦΛ3, ΦΛ4, ΦΛ5, ΣΚ4, ΕΜ22 
 
Πρότυπο 10 
ΕΜ12, ΕΜ21, ΕΜ23, ΕΜ25, ΕΜ33, ΑΤ2 




Μετά την αξιολόγηση των αποτελεσμάτων της ανάλυσης PCR-SSCP, 
επιλέχθηκαν προϊόντα PCR  από αντιπροσωπευτικά άτομα για κάθε πρότυπο 
που προέκυψε,  όπως αναφέρονται στον Πίνακα 4.2. Τα προϊόντα PCR  στη 
συνέχεια καθαρίστηκαν και στάλθηκαν για αλληλούχηση, ώστε να 
ταυτοποιηθούν οι πολυμορφισμοί στην νουκλεοτιδική αλληλουχία του υπό 
μελέτη τμήματος 
Από την αλληλούχιση των δειγμάτων για το γονίδιο LALBA προέκυψε 
τελικά  η ύπαρξη 8 διαφορετικών αλληλομόρφων, η  νουκλεοτιδική 
αλληλουχία  των οποίων παρουσιάζεται στην Εικόνα 4.4. 












                        10         20         30         40         50         60         70         80         90        100                            
  
                ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
     ALLELE 1   1ATGATGTCC TTTGTCTCTC TGCTCCTGGT AGGCATCCTA TTCCATGCCA CCCAGGCTGA ACAATTAACA AAATGTGAGG TGTTCCAGAA GCTGAAGGAC   
     ALLELE 2   1......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... C......... ..........   
     ALLELE 3   1......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
     ALLELE 4   1......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... C......... ..........   
     ALLELE 5   1......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
     ALLELE 6   1......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... C......... ..........   
     ALLELE 7   1......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... C......... ..........   
     ALLELE 8   1......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... C......... ..........   
 
                       110        120        130        140        150        160        170        180        190        200                   
                ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
     ALLELE 1   TTGAAGGACT ACGGAGGTGT CAGTTTGCCT GAAT1GTGAG TTCCCTGCTA TTTTGCTTTG TCCCATAATT CATCCTCTTC ACTCTTTCCC TCTATTCTCT   
     ALLELE 2   .......... .......... .......... ....1..... .......... .......... .......... .......... .......... ..C.......   
     ALLELE 3   .......... .......... .......... ....1..A.. .......... .......... .......... .......... .......... ..C.......   
     ALLELE 4   .......... .......... .......... ....1..... .......... .......... .......... .......... .......... ..C.......   
     ALLELE 5   .......... .......... .......... ....1..... .......... .......... .......... .......... .......... ..-.......   
     ALLELE 6   .......... .......... .......... ....1..... .......... .......... .......... .......... .......... ..C.......   
     ALLELE 7   .......... .......... .......... ....1..... .......... .......... .......... .......... .......... ..C.......   
     ALLELE 8   .......... .......... .......... ....1..... .......... .......... .......... .......... .......... ..C.......   
 
                       210        220        230        240        250        260        270        280        290        300                   
                ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
     ALLELE 1   TCAACCTCTT TTTTCCCTCT ACTCTTAATT AAATTATCGA ACAATTCTCT TATTTGTTTA CTCTTTTATT ACATTTATTT ATGTATCTCT CCTTTTTCCC   
     ALLELE 2   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
     ALLELE 3   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
     ALLELE 4   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
     ALLELE 5   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
     ALLELE 6   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
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     ALLELE 7   .......... .......... .......... .......... .......... .----..... .......... .......... .......... ..........   
     ALLELE 8   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
 
                       310        320        330        340        350        360        370        380        390        400                   
                ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
     ALLELE 1   GTTGTCTGAT CCTTTGGAAC TCTTTTCACC TTATCAAGAT ACTCTGTGGT CTGCCATATT TGGAGATTGG TTGGAGAGCC TTTTTCTGTC TGGGAATACA   
     ALLELE 2   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
     ALLELE 3   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
     ALLELE 4   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
     ALLELE 5   .......... .......... .......... .......... .......... .C........ .......... .......... .......... ..........   
     ALLELE 6   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
     ALLELE 7   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
     ALLELE 8   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......--- --........ ..........   
 
                       410        420        430        440        450        460        470        480        490        500                   
                ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
     ALLELE 1   GGTCCTCATT TATGCTATAC ATGAACATCC TTGTGAATTC TCTTTTTCGT CTTTCTTTCA G2GGGTCTGT ACTGCATTTC ATACCAGTGG TTATGACACA   
     ALLELE 2   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .2........ .......... .......... ..........   
     ALLELE 3   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .2........ .......... .......... ..........   
     ALLELE 4   .......... .......... .......... .......... ........A. .......... .2........ .......... .......... ..........   
     ALLELE 5   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .2........ .......... .......... ..........   
     ALLELE 6   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .2........ .......... .......... ..........   
     ALLELE 7   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .2........ .......... .......... ..........   
     ALLELE 8   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .2........ .......... .......... ..........   
 
                       510        520        530        540        550        560        570        580        590        600                   
                ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
     ALLELE 1   CAAGCCATAG TACAAAACAA TGACAGCACA GAATATGGAC TCTTCCAGAT AAATAATAAA ATTTGGTGCA AAGACGACCA GAACCCTCAC TCAAGGAACA   
     ALLELE 2   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
     ALLELE 3   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
     ALLELE 4   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
     ALLELE 5   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
     ALLELE 6   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
     ALLELE 7   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
     ALLELE 8   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
 
                       610        620     
                ....|....| ....|....| .. 
     ALLELE 1   TCTGTAACAT CTCCTGTGAC A2  
     ALLELE 2   .......... .......... .2  
     ALLELE 3   .......... .......... .2  
     ALLELE 4   .......... .......... .2  
     ALLELE 5   .......... .......... .2  
     ALLELE 6   .......... .......... .2  
     ALLELE 7   .......... .......... .2  
     ALLELE 8   .......... .......... .2  
 
Εικόνα 4.4.  Η νουκλεοτιδική αλληλουχία των αλληλομόρφων του LALBA. Το διάστημα 1 έως 1 αντιστοιχεί στο   
εξόνιο 1,  το  διάστημα 1 έως 2 στο ιντρόνιο 1 και το διάστημα 2 έως 2 στο εξόνιο 2. 
 
Παρατηρούνται πολυμορφισμοί ενός νουκλεοτιδίου (SNPs) σε 5 σημεία 
της αλληλουχίας. Στο νουκλεοτίδιο 81 τα αλληλόμορφα 1, 3 και 5 φέρουν 
Θυμίνη (Τ) ενώ τα αλληλόμορφα 2, 4, 6, 7 και 8 φέρουν Κυτοσίνη (C). Στο 
νουκλεοτίδιο 138 τα αλληλόμορφα 1, 2, 4, 5, 6, 7, και 8 φέρουν Γουανίνη (G) 
ενώ το αλληλόμορφο 3 φέρει Αδενίνη (Α). Στο νουκλεοτίδιο 193 τα 
αλληλόμορφα 1 και 5 φέρουν Θυμίνη (Τ) ενώ τα αλληλόμορφα 2, 3, 4, 6, 7 και 
8 φέρουν Κυτοσίνη (C). Στο νουκλεοτίδιο 352 τα αλληλόμορφα 1, 2, 3, 4, 6, 7 
και 8 φέρουν Θυμίνη (Τ) ενώ το αλληλόμορφο 5 φέρει Κυτοσίνη (C). Στο 
νουκλεοτίδιο 449 τα αλληλόμορφα 1, 2, 3, 5, 6, 7 και 8 φέρουν Γουανίνη (G) 
ενώ το αλληλόμορφο 4 φέρει Αδενίνη (Α). Aπό τις 5 αυτές αλλαγές 
νουκλεοτιδίου η μία έχει ως αποτέλεσμα αλλαγή στην αμινοξική ακολουθία της 
πολυπεπτιδικής αλυσίδας που προκύπτει από τη μετάφραση του γονιδίου, 
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Capra hircus   MMSFVSLLLVGILFHATQAEQLTKCEVFQKLKDLKDYGGVSLPEWVCTAF 50 
Ovis aries       MMSFVSLLLVGILFHATQAEQLTKCEAFQKLKDLKDYGGVSLPEWVCTAF 
ALLELE 1         MMSFVSLLLVGILFHATQAEQLTKCEVFQKLKDLKDYGGVSLPEWVCTAF 
ALLELE 2         MMSFVSLLLVGILFHATQAEQLTKCEAFQKLKDLKDYGGVSLPEWVCTAF 
ALLELE 3         MMSFVSLLLVGILFHATQAEQLTKCEVFQKLKDLKDYGGVSLPEWVCTAF 
ALLELE 4         MMSFVSLLLVGILFHATQAEQLTKCEAFQKLKDLKDYGGVSLPEWVCTAF 
ALLELE 5         MMSFVSLLLVGILFHATQAEQLTKCEVFQKLKDLKDYGGVSLPEWVCTAF 
ALLELE 6         MMSFVSLLLVGILFHATQAEQLTKCEAFQKLKDLKDYGGVSLPEWVCTAF 
ALLELE 7         MMSFVSLLLVGILFHATQAEQLTKCEAFQKLKDLKDYGGVSLPEWVCTAF 
ALLELE 8         MMSFVSLLLVGILFHATQAEQLTKCEAFQKLKDLKDYGGVSLPEWVCTAF 
 
 
Capra hircus   HTSGYDTQAIVQNNDSTEYGLFQINNKIWCKDDQNPHSRNICNISCD   97 
Ovis aries        HTSGYDTQAIVQNNDSTEYGLFQINNKIWCKDDQNPHSRNICNISCD 
ALLELE 1         HTSGYDTQAIVQNNDSTEYGLFQINNKIWCKDDQNPHSRNICNISCD 
ALLELE 2         HTSGYDTQAIVQNNDSTEYGLFQINNKIWCKDDQNPHSRNICNISCD 
ALLELE 3         HTSGYDTQAIVQNNDSTEYGLFQINNKIWCKDDQNPHSRNICNISCD 
ALLELE 4         HTSGYDTQAIVQNNDSTEYGLFQINNKIWCKDDQNPHSRNICNISCD 
ALLELE 5         HTSGYDTQAIVQNNDSTEYGLFQINNKIWCKDDQNPHSRNICNISCD 
ALLELE 6         HTSGYDTQAIVQNNDSTEYGLFQINNKIWCKDDQNPHSRNICNISCD 
ALLELE 7         HTSGYDTQAIVQNNDSTEYGLFQINNKIWCKDDQNPHSRNICNISCD 
ALLELE 8         HTSGYDTQAIVQNNDSTEYGLFQINNKIWCKDDQNPHSRNICNISCD 
 
 Εικόνα 4.5. Αμινοξική αλληλουχία του LALBA (εξόνιο 1, 2) 
 
 
   Πιο συγκεκριμένα, στο νουκλεοτίδιο 81 τα αλληλόμορφα 1, 3 και 5 
φέρουν Θυμίνη (Τ) ενώ τα αλληλόμορφα 2, 4, 6, 7 και 8 φέρουν Κυτοσίνη (C), 
οπότε στα αλληλόμορφα 1, 3 και 5 το αμινοξύ που βρίσκεται στη θέση 27 είναι 
βαλίνη (V) έχοντας την ίδια αμινοξική αλληλουχία με το κατσίκι (Capra hircus) 
ενώ στα αλληλόμορφα 2, 4, 6, 7 και 8 το αμινοξύ είναι αλανίνη (Α) έχοντας την 
ίδια αμινοξική αλληλουχία με το πρόβατο (Ovis aries). Παρατηρούμε ότι τα 
αλληλόμορφα 3 και 5 είναι ίδιας αμινοξικής αλληλουχίας με το αλληλόμορφο 
1, ενώ τα αλληλόμορφα 4,6, 7 και 8 έχουν την ίδια αμινοξική αλληλουχία με το 
αλληλόμορφο 2, οπότε συνολικά προέκυψαν δύο διαφορετικές αμινοξικές 
αλληλουχίες. 
Τα οχτώ (8) αλληλόμορφα που προέκυψαν για το LALBA αντιστοιχούν 
στα δέκα (10) διαφορετικά πρότυπα που παρατηρήθηκαν κατά την ανάλυση 
SSCP  (Πίν. 4.2). Και οι πέντε (5) πολυμορφισμοί της αλληλουχίας που 
παρατηρήθηκαν έχουν κατατεθεί στην NCBI Genbank, όπως και οι δύο (2) 
διαφορετικές αμινοξικές αλληλουχίες που προέκυψαν έχουν επίσης κατατεθεί. 
Είναι πιθανόν η παρουσία συγκεκριμένων αλληλομόρφων να εξαρτάται από 
την φυλή, γεγονός το οποίο θα πρέπει να ελεγχθεί με την ανάλυση 
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μεγαλύτερου αριθμού ατόμων από κάθε φυλή. Η ανάλυση που 
πραγματοποιήθηκε αποτελεί το πρώτο βήμα για περαιτέρω μελέτες, με σκοπό 
την ταυτοποίηση αλληλομόρφων  και ως εκ τούτου τον εντοπισμό 
πολυμορφισμών στο γονίδιο της άλφα λακταλβουμίνης ώστε  η γενετική  
ποικιλομορφία να μπορεί να συσχετιστεί με πολυμορφισμούς στο γονίδιο της 
άλφα λακταλβουμίνης ανάμεσα σε φυλές. Προτάσεις για μελλοντική έρευνα 
αποτελούν η ανάλυση μεγαλύτερου αριθμού ατόμων από κάθε φυλή, η 
κάλυψη περισσότερων φυλών προβάτων ιδιαίτερα των απομονωμένων, η 
σύγκριση με πρότυπα εξέλιξης των ίδιων γενετικών περιοχών ανάμεσα σε 
είδη με παρόμοια εξάπλωση και ιστορία και τέλος η σύγκριση με 
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